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OKRAJŠAVE IN SIMBOLI 
 
ALK alkaliteta (angl. TAC - Total anorganic carbon) 
BMP biometanski potencial 
CoA koencim A 
CSTR reaktor s popolnim premešanjem (angl.: Continiuous stirred tank reactor) 
demi demineralizirana 
EP električna prevodnost 
Fd feredoksinski prenašalec 
H4MPT tetrahidrometanopterinski prenašalec 
Hdr heterodisulfid reduktaza 
HRT hidravlični zadrževalni čas (angl.: Hydraulic retention time) 
KG kravja gnojevka 
KMK 
kratkoverižne maščobne kisline (nem. FOS - Die flüchtigen organischen 
Säuren)  
KPK  kemijska potreba po kisiku 
Mcr metil koencim reduktaza 
MFR  metanofuran 
NV napetostna vrednost (angl.: Stress value) 
OLR stopnja organske obremenitve (angl.: Organic loading rate) 
PB primarno blato 
RČN  rastlinska čistilna naprava 
S sirotka 
SDD silikonska dioda (angl.: Silicon drift diode) 
SS suha snov 
TOC skupni organski ogljik (angl.: Total organic carbon) 
UASB reaktor z lebdečo biomaso (angl.: Up-flow anaerobic skludge) 
XRF 
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Sirotka je eden glavnih odpadkov, ki nastanejo v živilski industriji v Evropi (Carvahlo in 
sod., 2013) in se je na globalni ravni proizvede 85 milijonov ton na leto, kar predstavlja 
velik izziv pri reševanju problema sirotke kot odpadnega produkta pri pridelavi sira in 
skute (Brown in sod., 2016). Čeprav sirotko lahko uporabimo za različne namene, je še 
vedno več kot polovica pristane v odpadnih vodah, kjer nima več nobene vrednosti in 
hkrati predstavlja velik ekološki problem (evtrofikacija). Poleg onesnaženja je v okolici 
takih voda prisoten močan smrad in več insektov. Nastanek problemov omogočajo 
specifične fizikalno-kemijske karakteristike sirotke, ki pa so odvisne od vrste mleka, od 
krme živali, od proizvodnje sira itd. Ena izmed možnosti je tudi uporaba sirotke kot 
kosubstrata v anaerobni razgradnji (Prazeres in sod., 2012). Vseeno pa lahko pride zaradi 
specifičnih fizikalno-kemijskih karakteristik pri anaerobni razgradnji sirotke do prehitre 
inhibicije procesov zaradi prisotnosti specifičnega težko razgradljivega proteina (kazein), 
nizke pH vrednosti, visoke slanosti in nizke puferske kapacitete (Brown in sod., 2016). 
Zaradi stabilizacije pH (6,8-7,4) med potekom procesa so že bili opravljeni poskusi z 
dodatkom kemikalij (NaOH, CaCO3) ali pa je bil uporabljen proces anaerobne 
korazgradnje s substrati z višjo pufersko kapaciteto (Shilton in sod., 2013). Naslednji 
problem pri anaerobni razgradnji sirotke je njena sezonska produkcija, ker je zaradi 
nastalih količin sirotke optimizacija takšnega procesa lahko težavna, saj pride med 
skladiščenjem sirotke do fizikalno-kemijskih sprememb (Brown in sod., 2016). Zaradi 
tega je potrebno pred uvedbo sirotke v realno bioplinsko proizvodnjo poiskati ustrezno 
kombinacijo v testih biometanskega potenciala (BMP) in opraviti ustrezno optimizacijo. 
Vse za namene preprečitve inhibicije procesa v realni bioplinski proizvodnji. Test BMP 
se uporablja za ugotavljanje uspešnosti anaerobne razgradnje svežih vhodnih substratov, 
ki jih dodajamo v proces anaerobne razgradnje, ter njihovih razmerij. S testom BMP lahko 
ugotovimo, količino organskih snovi, ki se v procesu fermentacije pretvori v metan v 
določenem časovnem obdobju, kolikšen del substrata ostane nerazgrajen in kakšno je 
pravilno razmerje substratov za doseganje čim boljšega izkoristka anaerobne razgradnje 
in donosa metana (Labatut in sod., 2011). 
 
1.1 NAMEN DELA 
 
Ker je sirotka zaradi fizikalno-kemijskih karakteristik (nizek pH, prisotnost maščob, 
nizka stopnja alkalitete) zelo problematična surovina za anaerobno razgradnjo, je 
potrebno pred uvedbo v realni proizvodnji poiskati prava razmerja za optimizacijo 
bioplinske proizvodnje. Namen našega dela je poiskati optimalno kombinacijo 
primarnega blata, sirotke in kravje gnojevke, ki prispevajo k boljšemu izplenu metana in 
hkrati zagotavlja stabilnost bioplinske proizvodnje skozi več tednov dolgo 
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semikontinuirano izvajanje faktorialnega testa BMP. Z meritvami fizikalno-kemijskih 
parametrov (pH, električna prevodnost (vsebnost soli), celokupni organski ogljik (KPK), 
amonijski dušik (NH4
+-N), razmerja med KMK in alkaliteto (KMK/ALK), vsebnost 
mikroelementov, posameznih kratkoverižnih maščobnih kislin (KMK), deleža suhe snovi 
(SS)) smo razložili vzroke za potek bioplinskega procesa. Z uporabo enovariatnih in 
multivariatnih statističnih analiz smo ugotovili, kateri parametri lahko najbolj vplivajo na 
stabilnost procesa. V okviru tega dela je bila pod pokroviteljstvom Evropske organizacije 
za sodelovanje med znanostjo in tehnologijo (COST, angl.: European Cooperation in 
Science & Technology) v okviru mehanizma ES1302 opravljeno gostovanje (STSM, 
angl.: Short Term Scientific Mission) na Nacionalni tehniški univerzi v Atenah v 
Laboratoriju za okoljsko znanost in inženirstvo pod vodstvom dr. Artina Hatzikioseyiana 
(angl.: National Technical University of Athens, School of Mining and Metallurgical 
Engineering, Laboratory of Einvironmental Science and Engineering). Tam je bilo 
opravljeno šolanje na področju modeliranja bioplinskih sistemov (ADM No.1, angl.: 
Anaerobic digestion model number 1), ki pa zaradi obsežnosti ni vključeno v to delo. 
Naloga je del obsežnega industrijskega projekta vključevanja sirotke kot problematičnega 
organskega odpadka v bioplinsko proizvodnjo, iz katere sta nastali dve magistrski nalogi. 
Kolegica Urška Magerl (Fakulteta za gradbeništvo in geodezijo) se je v svojem delu 
ukvarjala z nižjimi koncentracijami sirotke in potencialom sirotke kot substrata v 
bioplinski proizvodnji. S tem delom pa smo poskušali optimizirati bioplinsko proizvodnjo 
za namene realne proizvodnje z višjimi koncentracijami dodane sirotke in preveriti odziv 
sistema na njeno dodajanje. 
 
1.2 CILJI IN HIPOTEZE 
 
Cilj naloge je bil pregledati fizikalno-kemijske karakteristike sirotk in narediti primerjavo 
s karakteristikami sirotk, uporabljenih v naših eksperimentih. Iz kombinacije različnih 
substratov (primarnega blata, sirotke in kravje gnojevke) smo želeli poiskati optimalno 
razmerje, ki bi v realni bioplinski proizvodnji povišala bioplinske donose in vzdrževala 
stabilne razmere anaerobne razgradnje. Cilj naloge je preučiti vpliv uporabe različnih 
substratov na fizikalno-kemijske parametre v procesu anaerobne razgradnje sirotke, 
primarnega blata in kravje gnojevke ter optimizirati proces za potrebe realne bioplinske 
proizvodnje na bioplinarni. S pomočjo multivariatnih statističnih analiz smo preučili, s 
katerim parametrom bi morali tehniki na bioplinarni posvečati največ pozornosti. 
 
Postavili smo si eno ničelno hipotezo: 
 
[H0]: Ni razlik v merjenih parametrih med različnimi variantami faktorialnega 
eksperimenta skozi čas. 
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Ha1: Pričakujemo bolj izrazito nihanje pH v bioreaktorjih, kjer kravja gnojevka ni bila 
dodana. 
 
Ha2: Večji biometanski potencial bo imela procesna brozga s kravjo gnojevko in sirotko, 
saj pride v tem primeru do manjših nihanj pH.  
 
Ha3: Količina kratkoverižnih maščobnih kislin v bioreaktorjih z dodatkom kravje 
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Bioplin je produkt anaerobne bakterijske razgradnje bioloških odpadkov. Proces 
nastajanja bioplina poteka v bioplinarnah v bioreaktorjih. Sestavljen je iz več plinskih 
produktov kot so metan (CH4), ogljikov dioksid (CO2), vodikov sulfid (H2S) in vodna 
para (H2O). Med naštetimi je največ metana (50-75 %), nato sledi ogljikov dioksid (25-
50 %), ostali so v sledovih (Costa Gomez, 2013). Metan je edini plin v bioplinu, ki ima 
tudi ekonomsko vrednost, zato je v interesu vseh, da ga je v končnem produktu čim več. 
Je naravno gorljiv plin brez vonja z visoko kalorično vrednostjo (37 MJ/m3). Zaradi 
prisotnosti ostalih plinov je kalorična vrednost bioplina nekoliko nižja (23 MJ/m3). 
Bakterijska produkcija metana v anaerobnih razmerah se dogaja že milijone let v naravnih 
okoljih kot so vroči vrelci, sedimenti morja, globoki oceani, prebavni trakt različnih živali 
in ljudi ter v riževih poljih (Gerardi, 2003). Bioplin je sekundarni vir energije, saj je 
sintetiziran s pretvorbo primarnih energijskih virov (biomasa) v bolj kakovosten produkt 
s pomočjo fermentacije (Deublein in Steinhauser, 2008). Anaerobna razgradnja ima 
veliko prednosti, saj se ob tem zmanjša volumen odpadkov, ki bi jih zavrgli. Zmanjša se 
onesnaženost voda in tal (Esposito in sod., 2012) ter smrad odpadkov. Z bioplinsko 
tehnologijo se istočasno izvaja tudi postopek sanitacije in uničenja patogenih 
mikroorganizmov (Gerardi, 2003). Za razliko od fosilnih goriv z bioplinsko tehnologijo 
vzdržujemo tudi ravnotežje med toplogrednimi plini (Bekkering in sod., 2010). Ker je 
tehnologija poceni, lahko z njo ustvarjamo energijo tudi v slabše razvitih državah (Barton 
in sod., 2008). Poleg uporabe bioplina kot vira za ustvarjanje električne energije in 
toplotne energije, lahko uporabimo tudi stranski produkt (digestat) kot gnojilo (slika 1) 
(Tambone in sod., 2009).  
 
Deutsch L. Računska optimizacija izplena metana pridobljenega v semikontinuirani anaerobni razgradnji.  




Slika 1: Iz organskih odpadkov pridobljen bioplin lahko uporabimo v različne namene (Synod 
Bioscience, 2014). 
 
2.1.1 Zgodovina  
 
Že 3000 let pr. n. št. so Sumerci izvajali postopke anaerobnega čiščenja odpadkov. Leta 
10 pr. n. št. so Asirci uporabljali bioplin za ogrevanje kopališč. Leta 1776 je Alessandro 
Volta prvi uspel zbrati plin iz jezera Como za namene preučevanja. Ugotovil je, da gre za 
mešanico plinov, ki je lahko na zraku eksplozivna. Angleški fizik Faraday je ugotovil, da 
je glavna sestavina plina iz močvirij nek ogljikovodik. Šele leta 1821 je Avogardo 
dokazal, da gre za metan in določil njegovo kemijsko strukturo (CH4). Leta 1859 so v 
bolnišnici za bolnike z gobavostjo v Mumbaju v Indiji uporabljali bioplin za zagotavljanje 
električne energije. Biotehnološka smer raziskovanja nastajanja bioplina se je začela v 
Franciji v 2. polovici 19. stoletja, kjer so se raziskovalno začeli ukvarjati s fermentacijo. 
Tako je Béchamp leta 1868 ugotovil, da se etanol pretvori v metan s procesom 
fermentacije in da je za ta proces potrebna mešana združba mikroorganizmov. Z metanom 
in bioplinom kot energijskim produktom se je začel ukvarjati Louis Pasteur. Ta je leta 
1884 zbiral konjske iztrebke po ulicah Pariza in skupaj s svojim študentom Gavonom 
uspel sintetizirati 100 L metana iz 1 m3 konjskih iztrebkov s fermentacijo na temperaturi 
35 °C. Pasteur je dokazal, da bi s tako stopnjo proizvodnje lahko proizvedli dovolj 
energije za celotno razsvetljavo ulic v Parizu. S tem se je začelo obdobje uvajanja 
obnovljivih virov energije. Leta 1897 so v mestu Exeter uporabljali ulično razsvetljavo 
na bioplin, ki je bil pridobljen s fermentacijo odpadnih voda. Na koncu 19. stol. so bile 
narejene tudi prve bioplinarne v južnem delu Kitajske. Leta 1906 je Imhoff v Nemčiji 
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izdelal Imhoffov tank. Gre za posodo, v katero so se stekale odpadne vode in je bila 
sestavljena iz dveh ločenih prostorov. V enem je bil prostor za sedimentacijo, v drugem 
pa prostor za anaerobno razgradnjo. Do druge svetovne vojne je bila tehnologija vedno 
bolj izpopolnjena. Leta 1930 so se začeli ukvarjati s postopki čiščenja bioplina 
(odstranjevanje vode, ogljikovega dioksida, žvepla) in s tem, kako spraviti bioplin v 
jeklenko za namene uporabe kot pogonskega sredstva za avtomobile. V tem obdobju so 
se začeli tudi postopki korazgradnje. Uvajati so začeli različne substrate z namenom 
povečanja donosa metana. Po drugi svetovni vojni so začeli preučevati bakterije, ki 
sintetizirajo metan iz rodu Methanosarcina. Okoli leta 1955 je bila cena nafte zelo nizka 
in je zaradi tega zanimanje za bioplin upadlo. Razen na Kitajskem, kjer so med letoma 
1970 in 1983 z namenom zagotavljanja energije in izvajanje sanitacije odpadkov zgradili 
6 milijonov majhnih gospodinjskih bioplinskih naprav in bioplin uporabljali za ogrevanje 
stanovanj, za kuhanje in za pogon električnih generatorjev. Ker je višja temperatura 
uničila potencialne patogene mikroorganizme, so digestat iz takih bioplinarn uporabljali 
za gnojenje. Zanimanje je spet naraslo leta 1970 s pojavom naftne krize. Po letu 2000 je 
zanimanje za bioplin vedno večje, saj je obnovljiv vir energije. Večje zanimanje so države 
omogočile tudi z ustrezno subvencijsko politiko. Tako je na Bavarskem v Nemčiji v 
pogonu že 1500 bioplinarn, ki poleg zagotavljanja energije, pomagajo tudi pri 
odstranjevanju odpadkov (odpadnih voda, odpadkov iz industrije, kmetijskih odpadkov) 
(Deublein in Steinhauser, 2008).  
 
2.1.2 Stopnje anaerobne razgradnje 
 
Proces anaerobne razgradnje sestoji iz štirih stopenj. Potek vseh štirih stopenj je 
učinkovit, če je stopnja razgradnje v vseh štirih stopnjah enakomerna. Te stopnje so 
hidroliza, acidogeneza, acetogeneza in metanogeneza (slika 2) (Mata-Alvarez in sod., 
2014). Če pride do napak na stopnji hidrolize in zaradi tega do inhibicije, se ustavijo 
procesi tudi na ostalih dveh stopnjah, kar se na koncu pozna na zmanjšani produkciji 
metana. Če pride do inhibicije acetogenze, se zniža pH, kar spet vodi v inhibicijo procesa 
zaradi nizkega pH (Gerardi, 2003). V prvih treh stopnjah so prisotne bakterije iz domene 
Bacteria, medtem ko so v zadnji stopnji prisotne bakterije iz domene Archaea (Mata-
Alvarez in sod., 2014). Posamezne stopnje so razložene v nadaljevanju besedila. 
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Slika 2: Shematski prikaz posameznih stopenj anaerobne razgradnje. V procesu hidrolize pride do 
razgradnje kompleksnih polimerov na monomere. Nato sledi proces acidogeneze, kjer pride do sinteze 
kratkoverižnih maščobnih kislin, ki se nato v procesu acetogeneze pretvorijo v acetat, vodik in ogljikov 
dioksid. Nato sledi še metanogeneza po dveh poteh (acetoklastična in hidrogenotrofna pot) (Zhang in 
sod., 2014). 
 
2.1.2.1 Hidroliza – 1. stopnja 
 
V procesni brozgi bioreaktorja pride do hidrolize kompleksnih polimerov kot so ogljikovi 
hidrati, maščobe in proteini. Ob hidrolizi pride do razpada polimerov na enostavnejše in 
v procesni brozgi topne monomere (monosaharide, aminokisline in lipide) (Gerardi, 
2003). Hitrost hidrolize je odvisna od substrata. Ogljikovi hidrati se razgradijo v nekaj 
urah, maščobe in proteini pa v nekaj dneh. Kompleksni polimeri, kot sta lignoceluloza in 
lignin, se zaradi kompleksne sestave ne morejo razgraditi v celoti, zato ju je potrebno 
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obdelati v postopkih predobdelave. V procesu hidrolize se pojavljajo naslednji bakterijski 
rodovi: Bacteroides, Lactobacillus, Propionibacterium, Sphingomonas, Sporobacterium, 
Megasphera in Bifidobacterium (Deublein in Steinhauser, 2008). 
 
2.1.2.2 Acidogeneza – 2. stopnja 
 
V procesu acidogeneze pride do fermentacije topnih monomerov do KMK (ocetne, 
propanojske, butanojske), CO2, vodika (H2) in alkoholov. Večinski produkt acidogene 
faze so KMK. Na tej stopnji prevladujejo fakultativni in striktni anaerobi (Deublein in 
Steinhauser, 2008). Med spojinami, ki nastanejo na tej stopnji, je najpomembnejši acetat 
(deprotonirana ocetna kislina), ki je glavni substrat za metanogene arheje in sintezo 
metana (Gerardi, 2003). Bakterijski rodovi, ki se pojavljajo na stopnji acidogeneze, se 
pojavljajo tudi na stopnji hidrolize. Dominantni rodovi v acidogenezi so Clostridium, 
Paenibacillus in Ruminococcus (Deublein in Steinhauser, 2008). 
 
2.1.2.3 Acetogeneza – 3. stopnja 
 
Acetogene bakterije vršijo oksidacijo KMK, ki so produkt acidogeneze (propanojska, 
butanojska itd.) (Deublein in Steinhauser, 2008). Pri tem nastanejo H2, CO2, acetat in 
spojine z enim atomom ogljika. Acetogene bakterije lahko preživijo samo v sintrofnem 
odnosu z metanogenimi arhejami (Murphy in Thamsiriroj, 2013). Metanogene arheje ves 
čas porabljajo vodik, ki nastaja ob oksidaciji butirata in propionata acetogenih bakterij in 
tako zagotavljajo nizek parcialni tlak vodika, ki je predpogoj za normalno delovanje in 
rast acetogenih bakterij. Če je parcialni tlak vodika nizek, večino acetata sintetizirajo 
acetogene bakterije. Če je parcialni tlak vodika visok, se propionat in butirat v procesu 
acetogeneze ne porabljata, kar vodi v zmanjšano produkcijo metana. Najbolj znan rod, ki 
vrši acetogenezo, je Desulfovibrio (Deublein in Steinhauser, 2008). 
 
2.1.2.4 Metanogeneza – 4. stopnja 
 
Zadnja stopnja v procesu anaerobne razgradnje je metanogeneza. V  njej nastaja metan 
(CH4) iz vodika (H2), ogljikovega dioksida (CO2) in acetata. Metanogenezo vršijo 
metanogene arheje. Dve tretjini metana nastaja iz acetata (acetoklastična metanogeneza), 
ena tretjina pa iz H2 in CO2 (hidrogenotrofna metanogeneza) (Liu in Whitman, 2008). 
Metanogene arheje, ki so udeležene v procese anaerobne razgradnje, spadajo v deblo 
Euryarchaeota. Acetoklastično metanogenezo vrši rod Methanosaeta (Sundberg in sod., 
2013). Hidrogenotrofno metanogenezeo vršijo arheje rodov Methanobacteriales, 
Methanococcales in Methanomicrobiales (McHugh in sod., 2003). Rod Methanosarcina 
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lahko vrši tako hidrogenotrofno kot acetoklastično pot metanogeneze (Goberna in sod., 
2010). Metanogene arheje so striktni anaerobi, kar pomeni, da je prisotnost kisika (O2) za 
njih toksična. Živijo v okoljih z nizkim oksidacijsko redukcijskim potencialom (-300 
mV). Metanogene arheje živijo v okoljih z visoko vsebnostjo organskih spojin. Mnoge 
med njimi živijo v prebavnem traktu človeka in živali (vamp prežvekovalcev in slepo 
črevo neprežvekovalcev). Živijo v različnih vodnih in zemeljskih okoljih kot so globoki 
sedimenti, geotermalni izviri, močvirja itd. Za metanogene arheje je značilna prisotnost 
specifičnih koencimov, ki jim omogočajo reakcije sinteze metana (F420, F430, CoM, CoB). 
Poznanih je približno 50 vrst, ki sodelujejo pri sintezi metana. Metanogene arheje rastejo 
v gručah in so odporne na visoke koncentracije soli (Gerardi, 2003). Za razliko od ostalih 
bakterije arheje v celični steni ne vsebujejo peptidoglikana, ampak psevdopeptidoglikan 
(Deublein in Steinhauser, 2008). 
  
2.1.2.4.1 Hidrogenotrofna pot metanogeneze 
 
V procesu hidrogenotrofne metanogeneze (slika 3) prihaja do postopne redukcije CO2 do 
CH4 preko vmesnih stopenj. Pri tem sodelujejo tudi posebni prenašalci spojin z enim 
ogljikovim atomom (C1 spojine). Na začetku pride do vezave CO2 na prenašalec 
metanofuran (MFR). Na MFR vezan CO2 se najprej reducira do formilne skupine. Donor 
elektronov na tej stopnji je z vodikom reducirani feredoksinski prenašalec (Fd). Formilna 
skupina se nato prenese na tetrahidrometanopterinski prenašalec (H4MPT). Na tem 
prenašalcu se formilna skupina najprej dehidrira z odcepom vode do metenilne skupine 
in nato reducira do metilenske in metilne skupine, ki je še vedno vezana na H4MPT. 
Donor elektronov za obe redukciji je reduciran koencim F420. Metilna skupina se nato 
prenese na CoM in nastane metil-CoM. Metil koencim reduktaza (Mcr) je ključen encim 
v metanogenezi, saj poskrbi za končno redukcijo metilne skupine do metana. Donor za 
zadnjo stopnjo redukcije je koencim B (CoB). Ob tej zadnji redukciji se oblikuje 
heterodisulfid med oksidiranim CoB in CoM (CoM-S-S-CoB) in sprosti se molekula CH4. 
Nato pride še do redukcije CoM-S-S-CoB v tem kompleksu s pomočjo encima 
heterodisulfid reduktaze (Hdr) in regeneracije CoB in CoM (Liu in Whitman, 2008). 
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Slika 3: Hidrogenotrofna pot metanogeneze (Liu in Whitman, 2008) (MFR-metanofuran, H4MPT- 
tetrahidrometanopterinski prenašalec, Fd-feredoksinski prenašalec CoB-koencim B, CoM-koencim M). 
 
2.1.2.4.2 Acetoklastična pot metanogeneze 
 
V procesu acetoklastične metanogeneze (slika 4) pride do razcepa acetata, oksidacije 
karboksilne skupine do CO2 in redukcije metilne skupine do CH4. Najprej sledi aktivacije 
acetata s pomočjo koencima A (CoA) in nastane acetil-CoA. Nato encim CO-
dehidrogenaza razcepi acetil-CoA na metilno skupino (CH3) in CO skupino, ki ostane 
vezana na CoA (CO-S-CoA). CO-S-CoA se oksidira s pomočjo feredoksinskega 
prenašalca. Pri tem nastane CO2 in H2, ki ju porabijo hidrogenotrofne metanogene arheje 
ter SH-CoA, ki se porabi v biosintezi. Metilna skupina, ki nastane po razcepu acetata, se 
veže na H4MPT. Nato se prenese na CoM, kjer se s pomočjo encima Mcr reducira do 
CH4. Tudi v tem primeru je donor elektronov CoM. Regeneracija teh koencimov je enaka 
kot v hidrogenotrofni metanogenezi (Jetten in sod., 1992). 
Deutsch L. Računska optimizacija izplena metana pridobljenega v semikontinuirani anaerobni razgradnji.  




Slika 4: Acetoklastična pot metanogeneze (Liu in Whitman, 2008) (MFR-metanofuran, H4MPT- 
tetrahidrometanopterinski prenašalec, Fd-feredoksinski prenašalecCoB-koencim B, CoM-koencim M, 
CoA-koencim A). 
 
2.2 PROCESNI PARAMETRI 
 
Zaradi obilice različnih bioloških procesov, ki potekajo tekom procesa anaerobne 
razgradnje, je potrebno vzdrževati čim bolj konstantne razmere. Če pride do spremembe 
parametrov, se to odraža v nekaj tednov dolgem prilagajanju na nove ekološke pogoje ali 
pa v inhibiciji procesa. Zaradi tega je potrebna konstantna kontrola različnih parametrov, 
ki kažejo na stabilnost sistema (Deublein in Steinhauser, 2008). Metanogene arheje so 
izjemno občutljive na nihanje vrednosti pH, parcialnega tlaka vodika, temperature, 
alkalitete, razmerja ogljika in dušika (C/N), suhe snovi, vsebnosti mikroelementov, 
inhibitorjev in vsebnosti KMK, redoks potenciala in hidravličnega zadrževalnega časa 
(Deublein in Steinhauser, 2008; Mao in sod., 2015). V bioplinarnah opravljajo dnevne 
meritve temperature, metanskega donosa in pH vrednosti (on-line meritve). Tedensko ali 
mesečno pa opravljajo meritve KMK, amonijskega dušika, kemijske potrebe po kisiku in 
podobno (off-line). Cilj raziskovalcev v bodoče je razviti čim bolj enostavne analize z 
možnostjo on-line meritve. Na ta način bi dodatno zmanjšali motenje procesov anaerobne 
razgradnje in bi povečali njeno učinkovitost (Holm-Nielsen in Oleskowicz-Popiel, 2013). 
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S poznavanjem procesnih parametrov (preglednica 1) lahko optimiziramo naš proces do 
maksimalnih donosov bioplina. Optimizacija je pomembna tako iz znanstvenega kot tudi 
iz ekonomskega in okoljskega vidika, saj samo tako lahko potem govorimo o anaerobni 
razgradnji kot trajnostni tehnologiji. Optimizacija gledano najožje pomeni, da imamo 
veliko različnih spremenljivk, ki jih kontroliramo z doseganjem maksimalnega donosa 
najpomembnejše spremenljivke, ki je v primeru anaerobne razgradnje količina 
proizvedenega metana. Tako v procesu anaerobne razgradnje organskih substratov besede 
optimizacija ne smemo enačiti s strogo matematičnega vidika, saj je lahko proces 
anaerobne razgradnje preveč variabilen. Zato je optimizacija procesa anaerobne 
razgradnje dovoljšna, ko nam nek proces daje čim boljše rezultate v primerjavi z 
alternativami in pri tem ne sme prihajati do škode v okolju (Banks in Heaven, 2013).   
 
Preglednica 1: Pregled enostavnih procesnih parametrov. 
  Procesni parametri Vir 
Temperatura (°C) 32-40; 55-70 Bowen in sod., 2014 
pH 6,8-7,4 Mao in sod., 20015 
razmerje C/N  20-30 Puyuelo in sod., 2011 
HRT (dni) 15-30 Ekama in Wentzel, 2008 
KMK (mg/l) ocetna<1000  




NH4+-N (mg/l) <1500 Gerardi, 2003 




Deublein in Steinhauser, 2008 




Temperatura je pomemben parameter s katerim nadziramo hitrost rasti mikroorganizmov 
in posledično tudi izboljšamo produkcijo metana (Hagos in sod., 2017). Večina 
metanogenih arhej je aktivna v dveh temperaturnih območjih. Prvo je mezofilno območje, 
ki se giblje med 32 in 40 °C. Razpon temperatur je med posameznimi avtorji različen, 
vendar se giblje okrog 37 °C. Drugo območje je termofilno območje z razponom 
temperatur med 55-70 °C (Bowen in sod., 2014; El-Mashad in sod., 2004). Učinkovitost 
anaerobne razgradnje narašča z višjo temperaturo. Z višjo temperaturo narašča tudi 
produkcija bioplina in se zmanjša število patogenih mikroorganizmov. Z višjo 
temperaturo se zmanjša inhibicija zaradi akumulacije amonijskega dušika (Gallert in sod., 
1998). Pri višjih temperaturah lahko bolj organsko obremenimo procesno brozgo (Gou in 
sod. 2014). Kljub določenim prednostim pa so prisotne tudi slabosti. Termofilni procesi 
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so bolj občutljivi na gibanje temperature. Nihanje temperatur v reaktorju mora biti v 
primeru termofilne razgradnje manjše kot 1 °C. Pri mezofilnih procesih temperature lahko 
nihajo med 2-3 °C na dan (Gerardi, 2003). V termofilnih procesih je potreben tudi večji 
vnos energije in posledično je tak proces dražji. Mezofilni sistemi so bolj stabilni, saj je 
v tem primeru mikrobna združba v reaktorju bolj pestra, vendar je na račun nižjih 
temperatur zmanjšana produkcija bioplina in slabša hitrost razgradnje (Bowen in sod., 
2014). Zaradi zgoraj naštetih dejavnikov bi bilo najbolje, če bi sistemi anaerobne 
razgradnje potekali dvostopenjsko. V enem sistemu reaktorjev bi potekala termofilna 
hidroliza in acidogeneza, v drugem sistemu pa mezofilna metanogeneza (Lee in sod., 
2009). Dvostopenjski sistem bi bil boljši zaradi višje odpornosti nekaterih populacij 
bakterij, ki so bolj odporne na nihanje temperatur kot druge. Bakterije, ki sodelujejo v 
procesih acidogeneze lahko preživijo nihanja temperature do 10 °C medtem ko 
metanogene arheje takih nihanj ne morejo preživeti (Gerardi, 2003). Zaradi vzdrževanja 
čim bolj konstantnih temperatur je potreben konstanten nadzor temperatur v procesni 
brozgi s pomočjo temperaturnih sond (Schnürer in Jarvis, 2010) .  
 
2.2.2 pH in kratkoverižne maščobne kisline 
 
Glavni vmesni produkt procesa anaerobne razgradnje so kratkoverižne maščobne kisline 
(KMK), ki nastanejo v procesu acidogeneze in so v disociirani in nedisociirani obliki. 
Med njimi so najpogostejše ocetna, propanojska, butanojska in pentanojska kislina. 
Inhibitoren učinek imajo predvsem nedisociirane kisline, ki penetrirajo v celice in 
povzročajo denaturacijo proteinov. Če so prisotne v velikih koncentracijah, pride zaradi 
padca pH do ustavitev procesov anaerobne razgradnje. Med naštetimi deluje propionska 
kislina najbolj inhibitorno, ki je v nedisociirani obliki inhibitorna pri koncentraciji 700 
mg/l. Ocetna kislina je lahko prisotna v koncentracijah do 1000 mg/l (Deublein in 
Steinhauser, 2008). Zaradi tega je potrebno konstantno nadzorovati koncentracijo KMK 
v bioreaktorju. Koncentracijo KMK spremljajo z uporabo plinske ali tekočinske 
kromatografije ali titracijskih metod (Buyukkamaci in Filibeli, 2004). Priporoča se vsaj 
ena analiza na teden (Schnürer in Jarvis, 2010). 
 
Če metanogene arheje popolnoma metabolizirajo KMK, potem ne pride do padca pH in 
proces teče normalno naprej. Metanogene arheje so najbolj učinkovite v pH območju med 
6,8 in 7,4. Od pH je odvisna rast mikroorganizmov in učinkovitost pretvorbe vmesnih 
produktov do metana (Mao in sod., 2015). Če pH vrednost pade pod 6,5, pride zaradi 
intenzivnejše hidrolize, ki jo vršijo hidrolitske bakterije, do še večjega padca pH in 
ustavitve procesa. Če pride do padca pH, je potrebno takoj ukrepati. Rešitev je lahko 
ustavitev dovajanja svežega substrata, saj tako metanogenim arhejam omogočimo, da 
porabijo presežke kislin. V bioreaktor se lahko dodajo tudi nevtralizirajoče spojine kot je 
natrijev karbonat (Na2CO3). V ekstremnih primerih je potrebno izprazniti reaktorje in 
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postopek začeti na novo (Deublein in Steinhauser, 2008). Tudi pri pH nad 8 pride do 
ustavitve procesov (Gerardi, 2003). Priporočen je konstanten nadzor pH procesne brozge 
s pH sondo. Meritve pH je potrebno tudi opravljati na novem substratu, z namenom 
preprečitve zakisanja procesne brozge (Schnürer in Jarvis, 2010). 
 
Preveliko zakisanje preprečuje karbonatni puferski sistem (CO2/HCO3
-/CO3
- puferski 
sitem). Z znižanjem pH se poveča koncentracija CO2 v vsebini reaktorja in ta ne izhaja v 
volumen nad vsebino reaktorja kot v primeru normalnih parametrov pH. Z višanjem pH 
se raztopljeni CO2 spremeni v ogljikovo kislino, ki ionizira na karbonatne (CO3
2-) in 
vodikove (H+) ione (enačba 1). Pri tem nastanejo vodikovi ioni, ki znižajo pH. pH je 
uravnavan tudi s količino amonija v sistemu (NH3/NH4
+). V primeru padca pH pride do 
sproščanja hidroksilnih ionov (OH-). Če se pH poveča, pa sledi nastajanje večjih količin 





2-                                                                    …(1) 
 
NH3+H2O↔NH4
++OH-                                                                                                ...(2) 
 
Parameter alkalitete nam poda informacijo o puferski kapaciteti procesne brozge in o 
količini KMK, ki se lahko akumulirajo v procesu, preden pride do padca pH. Alkaliteta 
nam opisuje koncentracijo raztopljenega anorganskega ogljika (CO3
2-). Do padca 
alkalitete pride zaradi akumulacije KMK. Če je alkaliteta v sistemu visoka, je dovoljena 
določena mera neravnotežja med mikroorganizmi, brez da bi prišlo do padca pH. Za 
določitev alkalitete se uporablja titracijska metoda s kislino. Če je razmerje med količino 
KMK in alkaliteto (KMK/ALK; KMK nem. FOS - Die flüchtigen organischen Säuren, 
ALK angl. TAC - Total anorganic carbon) večje od 0,5, to kaže na nestabilnost sistema 
zaradi organske preobremenjenosti. Če je razmerje nižje od 0,3, je sistem podhranjen. 
Razmerje med 0,3-0,5 stremi k maksimalni bioplinski produkciji Čeprav je pH lažje 
izmerljiv, je bolj pokazatelj posledice preteklega dogodka v reaktorju, medtem ko je 
sprememba v alkaliteti pokazatelj trenutnega dogajanja v procesu (Gerardi, 2003; Mézes 
in sod., 2011).  
 
2.2.3 Razmerje med ogljikom in dušikom (C/N) 
 
Razmerje C/N nam pokaže, kakšno je razmerje hranil v substratu in posledično v procesni 
brozgi bioreaktorja. Visoko razmerje C/N kaže na nizko vsebnost proteinov, zaradi česar 
je v sistemu nizka koncentracija amonijskega dušika, saj ta nastane pri razgradnji 
proteinov. Zaradi visokega razmerja C/N je zmanjšana nevarnost inhibicije procesa zaradi 
amonijskega dušika, ki je toksičen za metanogene arheje. Če je pa razmerje C/N 
previsoko, lahko pride do pomanjkanja amonijskega dušika in zaradi tega do zmanjšanega 
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mikrobnega metabolizma, kar lahko rezultira v zmanjšani produkciji bioplina. Zaradi 
prenizkega razmerja C/N lahko pride do inhibicije procesov zaradi presežka amonijskega 
dušika in do inhibicije procesa anaerobne razgradnje. Optimalne vrednosti razmerja C/N 
so med 20 in 30 (Mao in sod., 2015; Puyuelo in sod., 2011). Amonijak je toksičen za 
metanogene arheje, saj zaradi svoje hidrofobnosti pasivno prehaja celično membrano in 
v notranjosti celice povzroča protonsko neravnotežje (Sprott in Patel, 1986; Gallert in 
sod., 1998). Proces anaerobne razgradnje ni ogrožen, če je v reaktorju prisotnih več KMK, 
ki znižajo pH, saj je takrat razmerje med NH3 in NH4
+ pomaknjeno v smeri slednjega 
(protonirane oblike) (Gerardi, 2003). Pri višjih pH-jih  in temperaturah je razmerje med 
NH4
+:NH3 pomaknjeno v smeri slednjega, zato je inhibicija procesa pri višjih 
temperaturah zaradi previsoke vsebnosti amonijskega dušika bolj verjetna (Deublein in 
Steinhauser, 2008). Koncentracije amonijskega dušika (NH4
+-N) manjše od 200 mg/l 
delujejo koristno na rast metanogenih arhej. Koncentracije višje od 1500 mg/l delujejo 
inhibitorno na procese anaerobne razgradnje (Gerardi, 2003).  
 
2.2.4 Kemijska potreba po kisiku (KPK) 
 
Kemijska potreba po kisiku (KPK) je parameter, ki nam pove, kakšna je količina 
oksidirajočega materiala v substratu in je mera za energijsko vsebnost substrata ter za 
količino organske snovi v substratu (Drosg in sod., 2013). Organska snov je pretežno 
sestavljena iz ogljika, zato je najbolj natančna analiza za njeno določanje, analiza 
celokupnega organskega ogljika (angl. TOC: Total organic carbon). KPK je hitra in 
poceni merilna metoda za posredno določanje TOC, ki ga določajo kompleksne organske 
molekule in jih lahko s to metodo v dovoljšni meri tudi dokažemo. KPK in TOC 
signifikantno korelirata (Dubber in Gray, 2010). KPK nam pove, kakšna količina kisika 
je potrebna za popolno oksidacijo organskega ogljika do CO2 in H2O. Določimo ga z 
močno kemijsko oksidacijo s kalijevim dikromatom (K2Cr2O7) v prisotnosti žveplove 
kisline in srebra, ki delujeta kot katalizator in pospešita reakcijo. V naslednjem koraku 
določimo količino nezreduciranega K2Cr2O7 s titracijo ali pa fotometrično. KPK izražamo 
v mg O2/l. KPK je mera za maksimalno kemijsko energijo, ki je prisotna v substratu. Ker 
mikrobi pretvarjajo to kemijsko energijo v metan, predstavlja to maksimalno kemijsko 
energijo, ki je lahko pretvorjena v metan. Ker gre določen del energije tudi za druge 
potrebe mikroorganizmov, se pri pretvorbi v metan nikoli ne porabi vsa kemijska 
energija, ki je na voljo. Prav tako moramo upoštevati, da določen del organskega 
materiala (lignoceluloza) mikroorganizmi težje razgradijo, zato je lahko izplen metana še 
nižji (Drosg in sod., 2013). S pomočjo KPK lahko ugotovimo za koliko se je zmanjšala 
organska obremenitev substrata in kakšna je bila stopnja razgradnje (Deublein in 
Steinhauser, 2008). Za manj kompleksno sestavljene substrate velja, da se KPK zniža za 
75-85 % (Drosg in sod., 2013).  
 
Deutsch L. Računska optimizacija izplena metana pridobljenega v semikontinuirani anaerobni razgradnji.  
   Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2018 
16 
 
2.2.5 Suha snov 
 
Podatek o suhi snovi nam pove, kakšna je količina trdih snovi v substratu. Podajamo jo v 
odstotkih (%) ali pa gramih na liter (g/l). Določimo jo s sušenjem vzorca pri 103–105 °C. 
Če je v vzorcu suhe snovi veliko, ga je potrebno razredčiti, saj potem anaerobna 
razgradnja poteka boljše in hitreje. Če je v vzorcu velika količina vode, zaradi česar je 
prisoten nizki delež suhe snovi, lahko pride do pomanjkanja hranil zaradi razredčevanja 
(Drosg in sod., 2013). Za uspešno sintezo metana, mora biti delež suhe snovi manjši od 
30 % (Deublein in Steinhauser, 2008). 
 
2.2.6 Elementi v sledovih 
 
Zaradi specifičnih encimov imajo metanogene arheje drugačne zahteve po mikrohranilih 
od ostalih bakterijskih vrst. Zaradi posebnih encimov obstaja potreba po mikrohranilih 
kot so kobalt, železo, nikelj, volfram, molibden, magnezij in drugi. Z vgrajevanjem teh 
mikroelementov je omogočena razgradnja substratov in učinkovito delovanje procesa 
anaerobne razgradnje, saj omogočajo oblikovanje aktivnega mesta encima, delujejo kot 
kofaktorji, ali pa so kot strukturni element encima. Simptomi inhibicije anaerobne 
razgradnje zaradi pomanjkanja mikroelementov so bili mnogokrat napačno razumljeni in 
bili napačno pripisani toksičnosti substrata. Zadostna količina mikroelementov v 
substratu vodi v uspešno vodenje procesa anaerobne razgradnje. Če v substratu ni dovolj 
mikroelementov, se zadeva lahko popravi z dodatkom kvasnega ekstrakta in na ta način 
zagotovi dovoljšna količina mikrohranil. Kobalt je pomemben kot aktivator encimskega 
sistema pri metanogenih arhejah. Z vgrajevanjem kobalta je omogočena učinkovitejša 
pretvorba acetata v metan (Gerardi, 2003). Kobalt sodeluje tudi pri acetogenezi, saj je 
pomemben rastni faktor acetogenih bakterij (Florencio in sod., 1993). V primeru dodatka 
kobalta lahko zagotavljamo stabilnost anaerobne razgradnje pri višjih organskih 
obremenitvah (Jarvis in sod., 1997). Nikelj je element, ki ga za razliko od drugih bakterij 
najbolj potrebujejo metanogene arheje. Koencim F430 vsebuje nikelj in če pride do 
pomanjkanja niklja, se to odraža v padcu metanske produkcije zaradi zmanjšane encimske 
pretvorbe acetata v metan (Gerardi, 2003). Z meritvami vsebnosti mikroelementov lahko 
izboljšamo anaerobno razgradnjo, saj jih lahko ob njihovem pomankanju dodamo. Na ta 
način izboljšamo stabilnost anaerobne razgradnje in povečamo donos bioplina (Choong 
in sod., 2016). Z meritvami mikroelementov lahko ugotovimo razloge za zmanjšano 
aktivnost mikroorganizmov. Analiza vsebnosti mikroelementov v procesni brozgi pa ne 
pokaže kakšna je biološka dostopnost teh mikroelementov. Pomanjkanje mikroelementov 
se pojavlja večinoma v primeru anaerobne razgradnje posameznih substratov. Z 
meritvami vsebnosti mikroelementov lahko ugotovimo, ali je presežena koncentracija 
katerega od njih in tako v naprej preprečimo toksične učinke. Za merjenje vsebnosti 
mikroelementov se uporabljajo različne spektroskopske metode (Drosg in sod., 2013). Pri 
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tem je treba poudariti, da je vsak bioproces osamljen primer in se mu je treba posvetiti 
posamezno. Med bioplinarnami, ki uporabljajo enak substrat, vendar iz različnih regij, 
prihaja do velikih variabilnosti v koncentracijah vsebnosti mikroelementov. Zaradi tega 
bi moral postati monitoring mikroelementov rutina vsake bioplinarne posebej (Lindorfer 
in sod., 2012). V primeru dodajanja mikroelementov je potrebno opozoriti na dve stvari. 
Dodani mikroelementi ne smejo presegati toksičnih koncentracij. Dodani mikroelementi 
pa med drugim lahko tvorijo s karbonati in sulfidi netopne precipitate, ki inhibirajo 
procese anaerobne razgradnje (Banks in Heaven, 2013). 
 
2.2.7 Test biometanskega potenciala (test BMP) 
 
Test BMP se uporablja za ugotavljanje uspešnosti anaerobne razgradnje svežih vhodnih 
substratov, ki jih dodajamo v proces anaerobne razgradnje, ter njihovih razmerij. S testom 
BMP lahko ugotovimo količino organskih snovi, ki se v procesu fermentacije pretvori v 
metan v določenem časovnem obdobju, kolikšen del substrata ostane nerazgrajen in 
kakšno je pravilno razmerje substratov za doseganje čim boljšega izkoristka anaerobne 
razgradnje in donosa metana (Labatut in sod., 2011). Pri tem testu gre za proces anaerobne 
razgradnje, ki poteka na manjši laboratorijski skali (0,5-5 l bioreaktorji) kot na 
bioplinarni. Postopek se začne tako, da se najprej napolnijo reaktorji z določenimi 
razmerji inokuluma in substrata, doda se mešalo in se reaktorji tesno zaprejo, da 
ustvarimo anaerobne razmere. Bioplin, ki nastaja v reaktorju, je po cevki speljan preko 
alkalne raztopine na napravo, ki odčita količino nastalega metana. Alkalna raztopina (2-
4 M NaOH) s kemijsko reakcijo (enačba 3) veže ogljikov dioksid in nastane bel precipitat 
(NaHCO3), zato takoj dobimo podatek o količini nastalega metana. Test BMP v večini 
primerov izvajajo 20-30 dni, lahko pa tudi dlje časa. Odvisno od tega, ali gre za zaprti 
sistem (batch), ali pa za semikontinuirani ali kontinuirani sistem, kjer se dnevno odvzema 
določen del procesne brozge in dodaja svež substrat. Kot inokulum se v testu BMP 
priporoča uporaba inokuluma iz stabilnega procesa anaerobne razgradnje. Inokulum mora 
biti ob vzpostavitvi testa BMP čim bolj svež in ne sme biti starejši od enega tedna. 
Priporoča se prenos inokuluma v plastičnih kanistrih, kjer so čim bolj zagotovljene 
anaerobne razmere. Obstajajo različne izvedbe testov BMP (Drosg in sod., 2013). Med 
potekom testa BMP kot rezultat dobimo krivulje metanske produkcije. Iz teh krivulj in s 
poznavanjem karakteristik substrata lahko sklepamo na potek in uspešnost anaerobne 
razgradnje ter količino metanskega izplena. Ena izmed negativnih lastnosti pri testu BMP 
je uspešnost prenosa dobrih rezultatov anaerobne razgradnje v testu BMP na višji, 
komercialni nivo v bioplinarni. Zaradi večjih volumnov na komercialnem nivoju so tudi 
drugačni fizikalni in termodinamski dejavniki, ki lahko vplivajo na delovanje procesov 
anaerobne razgradnje. Zato je potrebno pri testu BMP spremljati tudi vse zgoraj opisane 
parametre in na ta način zaobjeti čim večjo količino prametrov (Labatut in sod., 2011).  
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CO2 (g)+NaOH(aq)⟶NaHCO3(aq)                                                                            …(3) 
 
2.2.8 Stopnja organske obremenitve in hidravlični zadrževalni čas 
 
Reaktorski volumen mora biti prilagojen količini substrata in času, ki ga mikroorganizmi 
porabijo za razgradnjo substrata. Tako morajo imeti mikroorganizmi na voljo dovolj časa 
za razgradnjo in procesna brozga ne sme biti organsko preobremenjena. Organska 
preobremenjenost bi v povezavi s premajhnimi volumni reaktorja vodila v inhibicijo 
anaerobne razgradnje. Za zagotovitev pravilnega razmerja svežega materiala glede na 
reaktorski volumen se uporabljata dva parametra: stopnja organske obremenitve in 
hidravlični zadrževalni čas (Bachmann, 2013). 
 
Stopnja organske obremenitve (OLR, angl.: Organic loading rate) opisuje količino 
dodanih organskih snovi v bioreaktor na dan pri kontinuiranem procesu anaerobne 
razgradnje (kg KPK/m3dan1). Če pride do vnosa velikega volumna svežih substratov v 
bioreaktor, se OLR močno poveča. Zaradi povečanega OLR pride do povečane stopnje 
hidrolize in acidogeneze. Zaradi povišane količine KMK lahko pride do ireverzibilnega 
zakisanja reaktorske vsebine in zaustavitve procesov zato, ker metanogene arheje ne 
morejo pretvoriti presežka KMK do metana (Nagao in sod., 2012; Gou in sod. 2014).  
 
Hidravlični zadrževalni čas (HRT, angl.: Hydraulic retention time) je čas, potreben za 
razgradnjo organske snovi, oziroma nam pove koliko časa ostane substrat v reaktorju v 
kontaktu z biomaso. Odvisen je od temperature, OLR in sestave substrata. Za enostavno 
razgradljive snovi kot so sladkorji lahko uporabimo nizke HRT-je, za razgradnjo 
kompleksnih molekul je potrebno zagotoviti višje HRT-je. Definiran je kot koeficient 
med volumnom reaktorja in volumnom dnevnega vnosa substrata. Podajamo ga v dnevih. 
V mezofilnih pogojih je optimalen HRT od 15-30 dni. Zmanjševanje HRT vodi to 
akumulacije KMK medtem ko višji HRT od optimalnega vodi v premalo izkoriščen 
potencial reaktorskega sistema. Za doseganje čim boljših donosov metana je potrebno 
zagotoviti nizke OLR in daljše HRT v optimalnih okvirjih (Ekama in Wentzel, 2008; 
Khanal, 2008).  
 
2.3 SUROVINA ZA PROIZVODNJO BIOPLINA 
 
Substrati za proizvodnjo bioplina so različne vrste organskih snovi, ki pa lahko imajo 
visoke deleže posameznih skupin makromolekul (ogljikovih hidratov, proteinov ali 
maščob). V preteklosti so najprej začeli s proizvodnjo bioplina iz kmetijskih odpadkov 
kot so gnojevka in ostali živalski odpadki. Z namenom pridobiti čim več bioplina tako na 
kmetijah kot kosubstrat uporabljajo žetvene ostanke ali pa namensko posejane energetske 
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rastline (koruza). Veliko organskih odpadkov, uporabnih za proizvodnjo bioplina, nastane 
tudi v obratih živilsko-predelovalne in druge industrije kot je sirotka, ki je pomemben del 
tega dela (Al Seadi in sod., 2013). Osnovni namen bioplinske proizvodnje je znižanje 
organske obremenitve surovine. Zato je anaerobna razgradnja del vseh večjih čistilnih 
naprav za čiščenje odpadnih voda, saj v tem primeru uporabljajo kot surovino odpadno 
blato iz primarne in sekundarne stopnje aerobnega čiščenja na čistilni napravi (Rulkens, 
2008). Pri vsem tem je treba upoštevati, da je surovina za anaerobno razgradnjo lokalnega 
izvora in konstantno na voljo. Samo na ta način je možno zagotoviti kontinuirano, stabilno 
in ekonomsko vzdržno delovanje bioplinarne (Al Seadi in sod., 2013). 
 
Substrati oz. biomasa, ki jih uporabljamo v procesih anaerobne razgradnje, so iz 
organskih in anorganskih snovi. V procese tako uvajamo vse skupine makromolekul kot 
so ogljikovi hidrati, proteini in maščobe. Ogljikovi hidrati so prisotni v vseh substratih 
(Hagos in sod., 2017). Lahko so enostavni sladkorji ali disaharidi, ki jih metanogene 
arheje razgradijo brez težav. Lahko pa so tudi veliki in kompleksno sestavljeni sladkorji 
kot je celuloza, ki zahtevajo predobdelavo, saj so drugače v procesih anaerobne 
razgradnje težko razgradljivi (Schnürer in Jarvis, 2010). Ogljikovi hidrati so velike 
molekule, ki jih bakterije razgradijo s pomočjo eksoencimov. Nato manjši monosaharidi 
vstopijo v notranjost celic, kjer se razgradijo do organskih kislin in alkoholov (Gerardi, 
2003). Proteini se prav tako nahajajo v večini organskih substratov. Sestavljeni so iz 
aminokislin in vsem je skupno, da imajo v svoji strukturi amino (-NH2) skupino. Ker 
proteini s skupino -NH2, ki nastane med deaminizacijo aminokislin, vplivajo na razmerje 
C/N, lahko delež dodanih proteinov povzroči inhibicijo procesa anaerobne razgradnje 
zaradi prenizkega razmerja C/N (Schnürer in Nordberg, 2008; Hagos in sod., 2017). Tudi 
proteini so razgrajeni najprej s pomočjo eksoencimov (proteaze). Aminokisline nato 
vstopijo v celico, kjer se razgradijo do organskih kislin (Gerardi, 2003). V substratih se 
nahajajo tudi maščobe, ki so prisotne v odpadnih vodah oljne industrije in živilske 
industrije. Razgradnja takih substratov omogoča visoke donose bioplina, vendar lahko 
prihaja do problemov, ki so lahko tehnični ali pa mikrobiološki. Tehnično lahko pride do 
mašenja sistemov ali prekomernega penjenja v reaktorjih. Mikrobiološko pa lahko pride 
do inhibicije procesa, ker pri razgradnji maščob nastaja glicerol in različne dolge 
maščobne kisline. Glicerol se hitro razgradi, dolge maščobne kisline pa lahko vodijo v 
ustavitev procesa (Chen in sod., 2008). Zaradi osnovnih značilnosti posamezne skupine 
makromolekul je zelo pomembna sestava substratov, ki jih dajemo v bioreaktor, saj je od 




Mlečno-predelovalna industrija se ukvarja z veliko različnimi dejavnostmi. Končni 
produkt vseh dejavnosti so organsko kontaminirane odpadne vode, ki lahko prispevajo h 
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kontaminaciji okolja. Stopnja kontaminacije in karakteristike so odvisne od dejavnosti 
industrije (produkcija jogurtov, masla, mleka, sladoledov, sira, skute itd.). Vse odpadne 
vode so močno organsko obremenjene zaradi prisotnosti  mlečnih ogljikovih hidratov 
(laktoza) in proteinov (kazein). V odpadnih vodah mlečno-predelovalne industrije so tudi 
maščobe (0,1-10,6 kg/m3) in drugi elementi, ki dodatno prispevajo h kontaminaciji okolja 
(dušik, fosfor) (Prazeres in sod., 2012; Rivas in sod., 2011). Sirotka je glavni sestavni del 
odpadnih voda pri pridelavi sira in je eden najpomembnejših virov organske 
kontaminacije iz živilsko-predelovalne industrije. Čeprav so te odpadne vode organsko 
močno obremenjene, so spojine, ki povzročajo organsko obremenitev tudi do 99 % 
razgradljive v bioloških procesih (Ergüder in sod., 2001). Ti biološki procesi morajo biti 
nadzorovani, saj v nasprotnih primerih lahko pride do nekontrolirane razgradnje, kar 
pripelje do močnega vonja in lahko privabi insekte (Prazeres in sod., 2012). Glede na 
podatke Svetovne organizacije za hrano in kmetijstvo (FAO) je sir eden glavnih 
kmetijskih proizvodov. Evropska unija dominira glede na potrošnjo in proizvodnjo sira. 
Proizvodnja sira ne glede na vrsto sira ima tako zaradi svojih odpadnih voda enega 
glavnih negativnih učinkov na okolje. Vrsta sira vpliva tudi na lastnosti sirotke (Carvalho 
in sod., 2013). Zaradi vsebnosti dušika in fosforja lahko pride pri izpustitvi teh odpadnih 
voda v naravno okolje do evtrofikacije stoječih voda. Evtrofikacija že sama po sebi 
predstavlja problem, saj lahko pride do razrasti algnih vrst (tudi toksičnih). Zaradi tega 
pride do zelo visoke porabe raztopljenega kisika v vodnih telesih. Zaradi visokih 
organskih obremenitev in vsebnosti maščob lahko pride tudi do problemov na čistilnih 
napravah (Janczukowicz in sod., 2008). Močno onesnažene vode dodatno prispevajo k 
višjim stroškom čiščenja takih voda, saj se na ta način poveča toksičnost za vodne živali 
(Farizoglu in sod., 2007). Na globalni ravni se sproducira 85 milijonov ton sirotke na leto, 
kar predstavlja velik izziv pri reševanju problema sirotke kot odpadnega produkta pri 
pridelavi sira in skute (Brown in sod., 2016). Za 1 kg sira je namreč potrebno 10 kg mleka, 
v 10 l mleka pa je 9 kg sirotke (Tejayadi in Cheryan, 1995). 
 
2.3.1.1 Lastnosti sirotke 
 
Sirotka je rumenkasta tekočina (slika 5), ki nastane po koagulaciji kazeina iz mleka (Siso, 
1996). Rumenkasto barvo daje sirotki vitamin B2 (riboflavin) (De Wit, 2001). Fizikalno-
kemijske karakteristike sirotke (preglednica 2) so odvisne od načina proizvodnje sirov, 
vrste mleka (kravje, kozje), vrste krme, faze laktacije in sezone dojenja (Panesar in sod., 
2007; Fernández-Gutiérrez in sod., 2017). V mleku predstavlja 85-95 % delež (Farizoglu 
in sod., 2004). 90 % organske obremenitve sirotke predstavlja laktoza (39-60 kg/m3). 
Laktoza je disaharid sestavljen iz glokuze in galaktoze. V sirotki so prisotne tudi maščobe 
(1-10 kg/m3) in proteini (1,4-8 kg/m3), kar dodatno prispeva k organski obremenitvi takih 
odpadnih voda. Kemijska potreba po kisiku se giblje med 50 in 100 kg O2/m
3. Razmerje 
med biološko potrebo po kisiku in kemijsko potrebo kisiku je enako 0,5 kar kaže na to, 
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da je ta organski odpadek primeren za biološke procese. V sirotki so tudi prisotne razne 
soli (NaCl, KCl in Ca-soli), kar je odvisno od proizvodnje vrste sira in predstavlja 
možnost za anorgansko kontaminacijo. Biološki procesi so lahko omejeni zaradi nizkega 
pH (3,8-6,5) in nizke alkalitete. Zaradi kombinacije teh dveh parametrov lahko pride do 
hitrega zakisanja sistema ali pa do razrasti filamentoznih mikroorganizmov (Ghaly, 
1996). Na biološke procese obdelave sirotke lahko celokupno vpliva tudi neustrezno 
razmerje med ogljikom, dušikom in fosforjem (C:N:P=200:3,5:1) zaradi prenizkega 
deleža dušika (Prazeres in sod., 2012). V manjših količinah so lahko v sledovih prisotne 
težke kovine kot so kadmij, krom, baker, živo srebro, svinec in cink. Prisotnost toksičnih 
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Preglednica 2: Fizikalno-kemijske karakteristike sirotke. 
  Karakteristike sirotke Vir 
Barva rumenkasta Siso, 1996 
Laktoza (kg/m3) 39-60 Ghaly, 1996 
Maščobe (kg/m3) 1-10 Ghaly, 1996 
Proteini (kg/m3) 1,4-8 Ghaly, 1996 
KPK (kg O2/m3) 50-100 Ghaly, 1996 
Prisotne soli NaCl, KCl, Ca-soli Ghaly, 1996 
pH 3,8-6,5 Ghaly, 1996 
C:N:P razmerje 200:3,5:1 Prazeres in sod., 2012 
Alkaliteta Nizka Ghaly, 1996 
Prisotnost mikroelementov Ca, Cr, Hg, Pb, Zn Cimino in Caristi, 1990 
 
2.3.1.2 Nastanek sirotke v mlečni industriji 
 
Sirotka nastane v mlečno predelovalnih procesih (slika 6). Mleko, ohlajeno na 4 °C, 
najprej pasterizirajo (15 sekund na 72 °C) in uničijo patogene mikroorganizme, ki so 
potencialno lahko v mleku. Po pasterizaciji sledi standardizacija mleka, kjer s procesom 
separacije ali centrifugiranja določijo količino maščob v mleku glede na željeni odstotek. 
Nato dodajo standardiziranemu mleku ustrezno kulturo (Lactobacillus, Streptococcus) za 
potrebe transformacije laktoze v mlečno kislino (De Wit, 2001; Fernández-Gutiŕrez in 
sod., 2017). Naslednja stopnja je koagulacija kazeina, ki jo lahko izvedejo na dva načina. 
Način izvedbe koagulacije kazeina loči med vrsto sirotke, ki jo pridobijo. Če je 
koagulacija narejena z encimskim kompleksom renet (sestavljen v večini iz kimozina in 
pepsina), potem dobimo sladko sirotko, ki ima pH med 6 in 7 (6<pH<7). Če pa je 
koagulacija narejena z uporabo organskih kislin, pa govorimo o kisli sirotki, ki ima pH 
nižji od 5 (pH<5) in nižji odstotek proteinov zaradi višje stopnje koagulacije (Panesar in 
sod., 2007). Po koagulaciji sledi separacija sirotke in skute, ki nastane po koagulaciji. 
Nato skuto sperejo, obrežejo in stisnejo (sprešajo), da iz nje nastane sir. Po stiskanju iz 
skute priteče še nekaj sirotke, ki je pa po sestavi drugačna od prejšnje, zato ji rečemo 
sekundarna sirotka. Industrija, ki se ukvarja s pridelavo sira, ima tako dve vrsti odpadne 
vode iz sirne pridelave. Obe sta močno organsko oporečni in se ne razlikujeta bistveno 
glede fizikalno-kemijskih karakteristik (Türkmenoglu, 2006; Carvalho in sod., 2013).   
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Slika 6: Shematski prikaz nastanka sirotke. 
 
2.3.1.3 Obdelava sirotke 
 
Najstarejša praksa, ki se pojavlja na tem področju, je aplikacija sirotke na obdelovalno 
zemljo kot gnojilo. Zaradi vsebnosti soli lahko pride do porušenja fizikalne in kemijske 
strukture prsti. Povečana slanost zmanjša dostopnost vode, kar negativno vpliva na rast 
rastlin. Taka dejanja ogrožajo vodne vire. Zaradi visoke slanosti sirotke, pride do 
zasoljevanja prsti in zmanjšanega pridelka. Tudi nizek pH dodatno vpliva na 
karakteristike prsti. Negativnost uporabe sirotke kot gnojila se kaže tudi v tem, da je 
gnojenje sezonsko, kar pomeni, da v zimskih obdobjih ne moremo gnojiti, kar dodatno 
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kaže na to, da uporaba sirotke za gnojenje ni trajna rešitev (Ghaly in sod., 2007; Ryan in 
Walsh, 2016). Za reševanje problema sirotke se uporabljajo tudi rastlinske čistilne 
naprave (RČN) (slika 7), v katerih uporabljajo rastline in mikrobne združbe iz rizosfere 
za eliminacijo organskih in anorganskih onesnažil. Tehnologija je zanimiva zato, ker ne 
zahteva nadzora procesa skozi celoten čas, zahteva nizke stroške obratovanja in sovpada 
z okoljem. Vseeno pa je potrebna prvotna predobdelava za namene odstranitve maščob s 
separatorjem (Comino in sod., 2011). Z uporabo rastlinskih čistilnih naprav se organska 
obremenitev zmanjša za 90 %, kar pa ni primerljivo s kakšno drugo tehnologijo, ki jo 
bomo omenili v tem delu kasneje in so vrednosti zmanjšanja KPK nad 95 %, vendar je 
vseeno zmanjšanje dovoljšne, da lahko iztok iz čistilne naprave uporabimo kot gnojilo v 
kmetijstvu, saj ugotavljajo tudi znižanje v vrednosti težkih kovin pod zahtevane 
parametre. RČN so lahko samostojne, lahko pa jih uporabljamo kot dodatni del čistilnih 
postopkov skupaj s kakšno drugo tehnologijo (anaerobna razgradnja) (Farnet in sod., 
2009; Travis in sod., 2012). 
 
 
Slika 7: Rastlinska čistilna naprava (RČN) (Carvahlo in sod., 2012). 
 
Raziskovanje biološke razgradnje sirotke (slika 8) se je začelo v 70-ih letih prejšnjega 
stoletja z razvojem aerobnih procesov z aktivnim blatom in aerobnimi precejalniki. 
Značilnosti aerobne razgradnje sta hitra organska razgradnja na sobni temperaturi (22-24 
°C) in nizki HRT-ji (Prazeres in sod., 2012). Zaradi visoke organske obremenitve sirotke, 
nekateri avtorji priporočajo, da se tehnologija aerobnega čiščenja prilagodi sirotki in jo je 
potrebno obravnavati posamezno in ne skupaj z ostalimi odpadnimi vodami 
(Janczokowicz in sod., 2008). Zaradi visoke organske obremenitve obstaja nevarnost 
razrasti filamentoznih mikroorganizmov, ki ovirajo aerobno razgradnjo in preprečujejo 
sesedanje blata (Donkin, 1997). Z namenom preprečitve težav s transferjem kisika 
priporočajo uporabo rotirajočih bioloških kontaktorjev ali biodiskov (Ebrahimi in sod., 
2010). Ena izmed možnosti, da v aerobne čistilne postopke uvajamo razredčeno sirotko, 
je predobdelava (Prazeres in sod., 2012). Z namenom boljšega izkoristka aerobnega 
čiščenja se lahko kot postopek predobdelave uporabi postopek kemijske koagulacije 
(FeSO4) ali precipitacije (NaOH) in nato postopek aerobnega čiščenja. Na ta način 
odstranimo 100 % KPK. V teh primerih so tudi dosegli dobro usedanje in manjšo količino 
blata ter so skrajšali HRT za 4-5 dni (Rivas in sod., 2010; Rivas in sod., 2011). Pri 
postopkih aerobnega čiščenja pride do zmanjšanja organske obremenitve v sirotki, vendar 
po drugi strani dobimo nov produkt, ki je ekološko sporen - blato iz čistilne naprave. Zato 
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je v zadnjih letih problem sirotke kot odpadka v industriji obrnjen v smer biotehnološkega 
izkoriščanja sirotke za namene pridobivanja novih produktov, ki jih lahko uporabimo. Na 
ta način pridobimo nek nov produkt in se istočasno rešimo organsko zelo 
obremenjujočega odpadka v industriji.  
 
 
Slika 8: Shematski prikaz možnih načinov obdelave sirotke. 
 
Sirotka je med drugim vir mnogih funkcionalnih proteinov in peptidov, lipidov, 
vitaminov, mineralov in laktoze, ki so uporabni v prehrani, biotehnologiji in medicini. 
Sirotka se kot vir visoko kvalitetnih proteinov in laktoze kot vira ogljika že od nekdaj 
uporablja v prehrani živali. Laktoza je v fermentaciji sirotke vir različnih maščobnih 
kislin. Zaradi velikih količin nastale sirotke v današnjem času je nemogoče vso sirotko 
porabiti na ta način (Ryan in Walsh, 2016). Sirotko koristijo tudi kot napitek za ljudi. 
Mešajo jo s sadnimi sokovi ali pa iz nje delajo alkoholne pijače. Proteini iz sirotke so 
lahko uporabni v živilski industriji kot emulgatorji. Uporabljajo jih v juhah, solatnih 
prelivih in pekovskih izdelkih (De Wit, 2001). 
 
Sirotka je vir mnogih visoko kvalitetnih proteinov kot so α- in β-laktoglobulini, goveji 
serumski albumini in imunoglobulini. S proteazami iz sirotke pridobivajo bioaktivne 
protimikrobne peptide kot so laktoferin, laktoperoksidaza ali lizocim (Madureria in sod., 
2010; De Wit, 2001). Z uporabo sirotke kot medija za gojenje bakterij lahko sintetizirajo 
bakteriocine, protimikrobne peptide, ki zavirajo rast bakterij (Cladera-Olivera in sod., 
2004). Iz sirotke pridobivajo laktozo in njene derivate (laktulozo) in jih uporabljajo kot 
sladilo ali kot pomožne snovi v farmacevtski industriji (Ryan in Wash, 2016; De Wit, 
2001). Laktoza je uporabna tudi v produkciji bioplastike. Tako lahko z uporabo 
rekombinante Escherichie coli ali Hydrogenophage pseudoflave poskrbijo za konverzijo 
laktoze v polihidroksialkanoate iz katerih je bioplastika izdelana (Koller in sod., 2007). 
Kvasovke Saccharomyces cerevisiae ali Kluyveromyces marxianus fermentirajo laktozo 
v etanol, ki je uporaben v živilski  ali farmacevtski industriji ali kot pogonsko gorivo v 
vozilih (Guimarãres in sod., 2010). Za zmanjševanje volumna sirotke se uporabljajo tudi 
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različni procesi koncentriranja sirotke z evaporacijo in s sušenjem. Za uporabo spojin iz 
sirotke, se uporabljajo različne metode mikrofiltracije in ultrafiltracije ter reverzne 
osmoze. Za uporabo mineralov iz sirotke se uporabljajo demineralizacijski procesi in 
ionsko izmenjevalna kromatografija (De Wit, 2001). Ker zahtevajo zgoraj omenjeni 
postopki visoke finančne vložke in znanja, niso primerni za manjše sirarne, zato so za 
njih primernejši enostavnejši postopki obdelave sirotke kot je anaerobna tehnologija. S to 
tehnologijo znižajo organsko obremenitev sirotke in istočasno dobijo produkt metan, ki 
ga lahko izkoristijo kot vir toplotne ali električne energije.  
 
2.3.1.4 Anaerobna razgradnja sirotke 
 
V testih anaerobne razgradnje sirotke se v večini primerov pojavljata dva tipa reaktorjev. 
Največkrat se pojavlja reaktor z lebdečo biomaso (UASB, angl.: Up-flow anaerobic 
sludge bed reactor). Gre za poceni in enostavno tehnologijo, ki temelji na granulirani, 
peletirani biomasi, pri kateri dodatno mešanje ni potrebno. Na dnu takega reaktorja je 
muljna posteljica, nad njo pa lebdeča biomasa, ki z lebdenjem sama meša vsebino 
reaktorja. Med nastajanjem bioplina se granule biomase dvigujejo in mešajo vsebino 
reaktorja. Na vrhu je izvodilo za bioplin. Drugi tip reaktorja, ki se pojavlja, je reaktor s 
popolnim premešanjem (CSTR, angl.: Continiuous stirred tank reactor). Mikroorganizmi 
v takem reaktorju ne rastejo v granulah, ampak so suspendirani v vsebini reaktorja s 
konstantnim mešanjem. V nekaterih študijah so uporabljali dvofazne sisteme, kjer gre za 
kombinacijo dveh istih ali pa različnih reaktorskih sistemov (Mao in sod., 2015). 
 
 
Slika 9: Primerjava UASB (A) in CSTR (B) reaktorjev (Aslanzadeh in sod., 2014; Seghezzo in sod., 
1998). 
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Anaerobna razgradnja sirotke v večini primerov poteka pri mezofilnih pogojih. Proteini 
sirotke (kazein) so težko razgradljivi z mikroorganizmi, laktoza pa se po drugi strani hitro 
pretvori v propionat, acetat in etanol. Po drugi strani prisotnost maščob upočasnjuje 
razgradnjo, kar zmanjša akumulacijo KMK in preprečuje inhibicijo procesa. Maščobe pa 
lahko tudi otežujejo anaerobno razgradnjo s pojavom flotacije v reaktorjih (Vidal in sod., 
2000; Perle in sod., 1995). Petruy in Lettinga (1997) sta se ukvarjala z anaerobno 
razgradnjo mlečnih maščob, kjer ugotavljata, da z dodatkom subtoksičnih koncentracij 
anionskega surfaktanta lahko povečamo razgradnjo maščob. Zaradi surfaktanta pride do 
nastanka koloidnih delcev, ki se utekočinijo in razgradijo v metan. Anaerobna razgradnja 
je večini primerov uspešna, saj predstavlja visoko stopnjo razgradnje organske snovi, 
vendar je lahko motena zaradi nizke stopnje alkalitete. Ker lahko pride do povišane 
sinteze KMK iz strani acidogenih bakterij in prenizke porabe KMK iz strani metanogenih 
arhej, pride do inhibicije procesa anaerobne razgradnje, saj se KMK začnejo akumulirati 
v reaktorju in se sistem zakisa (Yan in sod., 1993). Zato so v raziskavah v 90-ih letih 
omejili na pH kontrolo procesne brozge. Ghaly (1996) predlaga konstantno dodajanje 
natrijevega hidroksida (NaOH) in ugotavlja, da vzdrževanje pH okrog 7,0 močno poveča 
produkcijo metana. Kalyuzhnyi in sod. (1997) priporočajo, da se najprej dela v 
reaktorskem sistemu brez dohranjevanja (batch) z namenom prilagoditve inokuluma na 
organsko močno obremenjeno sirotko. Nato sledi prilagajanje v reaktorjih UASB, ki traja 
tri mesece. Po treh mesecih je sistem prilagojen in ni potrebe po uravnavanju alkalitete. 
Raziskovalci so se zato posvečali načinu kontrole pH. Gannoun in sod. (2008) predlagajo 
korak predobdelave z gojenjem Lactobacillus paracesei na sirotki, ki fermentira laktozo 
v laktat. Zaradi nastanka laktata pride do znižanja pH, ki ga pa nevtralizirajo z dodatkom 
apna (CaCO3). Ergüder in sod. (2001) predlagajo za izboljšanje stabilnosti delovanja 
dodatek bazalnega medija. Bazalni medij je sestavljen iz mikroelementov, ki so nujni za 
optimalno rast anaerobov. Del bazalnega medija je tudi natrijev hidrogenkarbonat 
(NaHCO3), ki vpliva na stopnjo alkalitete. Po drugi strani Mockaitis in sod. (2006) 
ugotavljajo, da z dodatkom NaHCO3 lahko pride do flotacije biomase, zaradi sproščanja 
večjih količin CO2 iz NaHCO3. Göblös in sod. (2008) so kot način predobdelave v 
posebnem reaktorju uporabili kvasovko Kluyveromyces lactis. Ta v prvi fazi fermentacije 
pretvori laktozo v etanol. Tekoči del prvega reaktorja so uporabili v reaktorju anaerobne 
razgradnje. Na ta način je preprečen hiter padec pH v acidogeni stopnji, saj nastane 
najprej etanol, nato pa iz tega acetat. Metanogena faza ni prizadeta, saj je konverzija v 
acetat še vedno dovolj hitra, da metanogeneza poteka normalno naprej. 
 
Težavo, ki se pojavi zaradi padca pH je možno preprečevati s korazgradnjo, kar pomeni, 
da se uporabi dva ali več različnih substratov, ki izničujejo probleme monorazgradnje ob 
razgradnji vsakega substrata posebej. Zaradi korazgradnje pride do razredčevanja 
potencialno toksičnega materiala, prilagoditve vlažnosti in pH ter vnosa potrebne 
puferske kapacitete v procesno brozgo (Esposito in sod., 2012). Rico in sod. (2015a) so 
kot dodatni substrat v semikontinuiranem procesu z bioreaktorjem CSTR uporabili kravjo 
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gnojevko in ugotovili, da je pri HRT 15,6 dni sistem stabilen, v bioplinu je maksimalen 
delež metana in kratkoverižnih maščobnih kislin ni v iztoku. Kravja gnojevka prispeva z 
višjo pufersko kapaciteto k stabilnosti sistema, sirotka pa z razmerjem C/N, ki je višje od 
gnojevke, prispeva k boljšemu celokupnemu razmerju C/N procesne brozge. Comino in 
sod. (2012) ugotavljajo, da ima korazgradnja kravje gnojevke in sirotke v razmerju 50:50 
enak energetski potencial kot namensko posejane energetske rastline (koruza). Prav tako 
opozarjajo na to, da pH v tem primeru ni potrebno kontrolirati z dodatkom kemikalij. V 
svojem eksperimentu so najprej 62 dni proces izvajali brez dodatka sirotke in šele nato 
začeli dodajati sirotko z namenom preprečitve takojšnjega zakisanja sistema. 
Korazgradnja s kravjo gnojevko je ugodnejša od monorazgradnje sirotke. V primeru 
korazgradnje ni potrebe po dodatku bazalnega medija, saj ta ne poveča metanskega 
izkoristka. Mezofilni pogoji so bolj ugodni za uspešno in učinkovito korazgradnjo 
(Kavacik in Topaloglu, 2010). Kot kosubstrat lahko uporabimo tudi perutninski gnoj. Če 
ga dodamo v razmerju 1:1, pride do večje produkcije metana, zmanjša se verjetnost 
zakisanja sistema in izboljša se razmerje C/N, brez kemijskega uravnavanja pH. Če je 
delež sirotke višji, od deleža piščančjega gnoja, pride do zakisanja in inhibicije sistema 
(Gelegenis in sod., 2007; Carlini in sod., 2015). Kacprzak in sod (2010) so v korazgradnji 
sirotke, koruzne silaže in glicerina dokazali višjo produkcijo bioplina in večji odstotek 
metana v bioplinu kot v primeru korazgradnje sirotke in silaže. Dodatek glicerola je 
zmanjšal koncentracijo KMK. Medtem pa ugotavljajo, da je korazgradnja sirotke, 
sladkorne pese in glicerola manj uspešna, saj je delež metana v bioplinu do 10 % nižji. V 
procesih korazgradnje so uporabili tudi zelene alge iz rodu Ulva, ki ima nizko razmerje 
C:N (okrog 10), kar pomeni, da je zaradi previsokega deleža amonija, lahko inhibirana 
metanogeneza. Z dodatkom 25-50 % sirotke, se razmerje C/N poviša do te mere, da 
anaerobna razgradnja lahko poteka normalno (Jung in sod., 2016).  Shilton in sod. (2013) 
so v sistemu CSTR najprej izvajali korazgradnjo primarnega blata in sirotke z dodatkom 
kalcijevega hidroksida (Ca(OH)2) z namenom kontrole alkalitete. Ko so prenehali z 
dodajanjem Ca(OH)2, je prišlo do drastičnega padca produkcije bioplina in na koncu do 
popolne inhibicije. Ko so namesto Ca(OH)2 začeli dodajati kravjo gnojevko v volumskem 
razmerju primarno blato, sirotka, kravja gnojevka 1:0,8:0,2, pH v sistemu ni padel, 
produkcija bioplina pa se je povečala za 268 % v primerjavi z monorazgradnjo 
primarnega blata in za 80 % v primerjavi s kombinacijo primarnega blata in sirotke z 
dodatkom Ca(OH)2. Samo 5 % v/v dodatek sirotke primarnemu blatu brez dodatne 
korekcije pH izboljša produkcijo bioplina za 86 % (Maragkaki in sod., 2017). 
Korazgradnja primarnega blata in 5 % v/v mešanice posušenih odpadkov hrane, sirotke 
in odpadne vode iz proizvodnje oljčnega olja poveča produkcijo bioplina za 2,7-krat. V 
teh primerih ni prišlo do akumulacije KMK, zaradi česar je bila razgradnja uspešna. Tako 
je lahko tudi majhen delež organskega odpadka z določene industrije razlog za povečanje 
bioplina na čistilni napravi v primeru koriščenja korazgradnje (Maragkaki in sod., 2018a; 
Maragkaki in sod., 2018b).  
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Ker je sirotka sezonski produkt, skozi sezono prihaja do sezonskega nihanja količin, ki 
so na voljo za anaerobno razgradnjo. Zato je potrebno določene količine sirotke skladiščiti 
za tiste dele sezone, ko je sirotke manj. V sirotki, ki je bila 7 mesecev shranjena na 15 °C 
so opazili 9 % znižanje KPK. Koncentracija laktoze je v skladiščeni sirotki manjša. 
Razliko, ki nastane, lahko pripišemo biološki razgradnji sirotke (fermentacija 
mlečnokislinskih bakterij do laktata), izgubi hlapnih organskih spojin in nastanku 
materiala, ki plava na površini tekočine. pH shranjene sirotke je nižji od sveže in višja je 
koncentracija KMK. V sveži sirotki sta v večini prisotna acetat in butirat. Po šestih 
mesecih pride do padca butirata in povišanja koncentracij acetata. Sirotka postane siva po 
samo nekaj tednih skladiščenja. Na vrhu se lahko formirajo plesnive kolonije. Kljub vsem 
fizikalno-kemijskim spremembam, pa to ne vpliva na kakovost bioplinske proizvodnje. 
Ob korazgradnji primarnega blata in sirotke (sveže ali shranjene) je bila količina 
proizvedenega metana enaka (Powell in sod., 2013). Zaradi nizkega pH skladiščene 
sirotke so dodali kravjo gnojevko (primarno blato:sirotka:kravja gnojevka v razmerju 
100:70:10) in na ta način sistem dodatno stabilizirali. Ko so primerjali kombinacijo 
primarnega blata, sirotke (skladiščene ali sveže) in kravje gnojevke, so ugotovili, da je v 
primeru skladiščene sirotke celo večja proizvodnja bioplina kot v primeru sveže, kar kaže 
na lažjo razgradljivost skladiščene sirotke, če omenjeni kombinaciji sirotke in primarnega 
blata dodali še kravjo gnojevko (Brown in sod., 2016). 
 
Izvajali so tudi preizkuse dvofaznih sistemov anaerobne razgradnje sirotke. Stamatelatou 
in sod. (2012) so tako povezali reaktorja CSTR in UASB. V prvem sistemu so izvajali 
procese hidrolize in acidogeneze pri 20 °C, nato so tekoči del iz reaktorja CSTR prenesli 
v reaktor UASB in v slednjem izvajali metanogeno fazo pri 31 °C. V prvem sistemu je 
pH padel na 3,2 in niso zaznali zmanjšanja KPK. V drugem reaktorju se je pH ustalil sam 
od sebe (6,3-6,6) in KPK se je zmanjšal za 95 %. Diamantis in sod. (2014) so izračunali, 
da ima majhna sirarna ob taki konfiguraciji 0,94 € dobička na m3 sirotke, ki nastane v 
proizvodnji. Saddoud in sod. (2007) so povezali dva reaktorja CSTR. V prvem je potekala 
acidogena faza, v drugem, ki je bil povezan s prvim preko membrane za filtracijo trdnih 
snovi, pa metanogena faza. V prvem reaktorju je prišlo do zakisanja, glavni KMK pa sta 
bili acetat in propionat. V prvem reaktorju pride do padca pH, fermentacije laktoze v 
laktat in druge KMK ter ne pride do zmanjšanja KPK. Metanogena faza je uspešnejša ob 
uporabi filtracije, saj pride v tem primeru do 20 % učinkovitejše razgradnje KPK. V 
acidogeni fazi metan ne nastaja, nastajata pa vodik in ogljikov dioksid. Pri tem 
raziskovalci opozarjajo na uporabo različnih HRT-jev. HRT prvega reaktorja je krajši 
(manj kot 1 dan), saj pri višjih HRT-jih lahko pride do previsoke produkcije KMK, kar 
zmanjša produkcijo vodika. V reaktorju z metanogeno fazo so HRT-ji lahko višji (več kot 
20 dni) (Dareioti in Kornaros, 2014; Dareioti in Kornaros, 2015). Kisielewska in sod. 
(2014) so uporabili dva reaktorja UASB in dokazali, da je možna uporaba sirotke za 
istočasno produkcijo biovodika (prvi reaktor) in metana (drugi reaktor). Če imamo kot 
substrat za anaerobno razgradnjo le sirotko, so dvofazni sistemi zaradi ločitve acidogene 
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in metanogene faze bolj uporabni. Na ta način lahko vzdržujemo idealni pH za eno ali 
drugo fazo v vsakem reaktorju posebej in ni nevarnosti za inhibicijo procesov ene ali 
druge faze ob pravilnih pogojih (HRT in OLR), uporabni pa so tudi v primerih 
korazgradnje.  
 
Navkljub velikemu številu laboratorijskih študij je industrijskih primerov anaerobne 
razgradnje sirotke malo. Podjetje Valbio (Kanada) je že leta 2009 postavilo reaktor UASB 
v mlečni industriji v Trikali, Grčija. Sistem je učinkovit, saj se KPK zmanjša za 93 % in 
podjetje pokrije 75 % energetskih potreb (Chatzipaschali in Stamatis, 2012). Isto podjetje 
obdela v bližini Quebeca 0,7 milijona litrov sirotke na leto. Po anaerobni razgradnji sledi 
še aerobna odstranitev fosforja in dušika. Na letni ravni pridobijo 28000 m3 bioplina, kar 
enačijo z 170000 kWh na leto. Učinkovitost razgradnje KPK je 98 %. Isto podjetje ima v 
Bolgariji podoben sistem (slika 9). V 200 m3 reaktorju UASB na letni ravni obdelajo 8,5 
milijona litrov sirotke in dobijo 210000 m3 bioplina. Pri tem navajajo 92 % učinkovitost 
razgradnje (Valbio, 2017).  
 
 




Glede na to, da je sirotka velik onesnaževalec, a hkrati velik in zelo pomemben vir čiste 
energije, je potrebno še nadaljnje delo tako na raziskovalnem kot tudi na pilotnem 
področju. Uporaba tehnologij, ki bodo iz organsko močno obremenjenih odpadkov, 
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3 MATERIALI IN METODE 
 
V tem delu je predstavljen del večjega projekta uvajanje sirotke v procese anaerobne 
razgradnje. Urška Magerl (Univerza v Ljubljani, Fakulteta za gradbeništvo in geodezijo) 
se je v svojem magistrskem delu ukvarjala z možnostjo uvedbe sirotke kot kosubstrata v 
proces anaerobne razgradnje primarnega blata. V tem delu smo pa z uporabo višjih 
organskih obremenitev optimizirali proces anaerobne korazgradnje primarnega blata, 
sirotke in kravje gnojevke. S postopkom optimizacije smo poskušali poiskati parametre, 
ki bi lahko vplivali na učinkovitost takšnega procesa anaerobne razgradnje in poiskali 
razlog za nastale rezultate.  
 
3.1 PREGLED KARAKTERISTIK SIROTKE 
 
Pregledali smo raziskovalne članke (n=29), kjer so se ukvarjali z uvajanjem sirotke v 
proces anaerobne razgradnje. Karakteristike sirotk, uporabljenih v teh člankih, smo 
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3.2 SHEMA EKSPERIMENTA 
 
 
Slika 11: Shema eksperimenta. 
 
3.3 TEST BMP 
 
Test BMP smo izvedli z avtomatskim sistemom za merjenje metanskega potenciala 
(AMPTS II- angl.: Automatic Methane Potential Test System II), proizvajalca Bioprocess 
Control Sweden AB (Švedska), ki je sestavljen iz treh glavnih komponent (sistem 
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reaktorjev s sistemom mešal, enota za fiksacijo CO2 in komponenta za merjenje volumna 
nastalega metana (CH4) (slika 12). Merilna komponenta meri količino nastalega CH4 na 
principu izpodrivanja tekočine in vzgona, ne meri pa količine nastalega CO2 in H2S. Z 
omenjeno analitsko napravo je omogočeno merjenje zelo nizkih hitrosti tvorbe CH4. V 
eksperimentu smo uporabili osem 5 l steklenic, ki smo jih zaprli s plinotesnim gumijastim 
pokrovom in jih povezali z gumijastimi cevkami z enoto za fiksacijo CO2. Celotna enota 
je bila sestavljena iz 32 steklenic, ki so vsebovale 200 ml 3 M NaOH. Vsak reaktor je 
tako povezan zaporedno s štirimi steklenicami za vezavo CO2. Druga enota je povezana 
z merilno enoto preko gumijastih cevi. Vsak bioreaktor je tako povezan z določeno 
kalibrirano celico, ki se napolni s CH4. Ko se celica napolni, pride do dviga letvice in 
računalniški sistem zabeleži količino nastalega CH4 (Kolbl, 2014). 
 
 
Slika 12: Sistem AMPTS II: (A) Sistem reaktorjev z mešali, (B) Enota za fiksacijo CO2, (C) Komponenta 
za merjenje volumna nastalega CH4. 
 
3.3.1 Določanje KPK inokuluma in substratov (celokupnega organskega ogljika) 
 
KPK substratov smo določili s kivetnim komercialnim testom LCK 514 COD podjetja 
Lange (slika 13). Test temelji na reakciji oksidirajočega substrata z raztopino žveplove 
kisline in kalijevega dikromata v prisotnosti žveplovega sulfata kot katalizatorja. Ker test 
deluje v mejah od 100-2000 mg O2/ml smo morali substrate ustrezno razredčiti. 2 ml 
ustrezno razredčene raztopine smo dodali v kiveto s pripravljeno reakcijsko mešanico, ki 
smo jo prej premešali. Kiveto smo zaprli, premešali in segrevali 2 uri v termobloku (COD 
reactor podjetja HACH) na 150 °C. Po končanem segrevanju smo raztopino v kiveti 
premešali z obračanjem in jo pustili, da se ohladi na sobno temperaturo. Nato smo izmerili 
absorbanco s spektrofotometrom DR2800 podjetja Lange, ki avtomatsko odčita kodo 
EAN na kiveti in izmeri KPK. Rezultat meritve smo pomnožili z redčitvenim faktorjem 
(Novak in sod., 2013). 
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Slika 13: Komercialni test za določanje KPK in termoblok. 
 
3.3.2 Priprava inokuluma in substratov 
 
Inokulum in primarno blato (PB) smo pripeljali iz Centralne čistilne naprave Domžale-
Kamnik v plastičnih 25 l kanistrih. Sirotko (S) smo pripeljali iz Pomurskih mlekarn iz 
dveh lokacij (Murska Sobota in Ljutomer) v plastičnih kanistrih. Kravja gnojevka (KG) 
je bila pripeljana v plastičnem kanistru iz govedorejske kmetije. Vse substrate, razen 
inokuluma, ki smo ga takoj razdelili v reaktorje in ohranjali na temperaturi 38 °C, smo 
hranili v hladilniku tekom trajanja celotnega eksperimenta na 5 °C. Inokulum je bil takoj 
po odvzemu prepeljan v laboratorij. 
 
3.3.3 Organska obremenitev za test BMP (OLR) 
 
Test BMP je bil organsko obremenjen enako v vseh kombinacijah s primarnim blatom 
(3,6 g KPK/l). V dveh kombinacijah smo uporabili dve različni obremenitvi s sirotko (2,8 
in 4,4 g KPK/l) in nismo uporabili gnojevke. Za izračun OLR sirotke smo uporabili 
povprečno vrednost KPK obeh sirotk. V naslednjih dveh kombinacijah smo uporabili 
enaki dve kombinaciji s primarnim blatom (3,6 g KPK/l) in sirotko (2,8 in 4,4 g KPK/l) 
in uporabili kravjo gnojevko (0,4 g KPK/l). Po 20. dnevu smo uporabili novo šaržo 
gnojevke, ki je bila organsko bolj obremenjena (0,7 g KPK/l). Po 47. dnevu smo v proces 
uvedli sveže primarno blato, ki je bilo organsko manj obremenjeno (2,4g KPK/l). Od 50. 
do 68. dneva smo dodajali dvojne količine sirotke. Pri tem smo ohranili enake HRT-je na 
račun manjšega dodajanja vode. Preglednica 3 prikazuje organsko obremenitev procesnih 
brozg vseh reaktorskih paralelk. Sveže substrate smo uporabljali z namenom izvajanja 
faktorialnega eksperimenta. Na ta način smo se še dodatno približali realni bioplinski 
proizvodnji. 
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Organsko dnevno obremenitev smo izračunali z enačbo 4. Hidravlične zadrževalne čase 
pa smo izračunali z enačbo 5. V enačbi 5 volumen substratov predstavlja skupni volumen 
dodane vode, kravje gnojevke, sirotke in primarnega blata. 
 





  (dni)                                                                                           …(5) 
 








Sirotka      
(g KPK/l) 
Kravja 
gnojevka         
(g KPK/l) 





PB+S1 3,6 2,8 0 6,4 16 
PB+S2 3,6 4,4 0 8 15 
PB+S1+KG 3,6 2,8 0,4 6,8 15 
PB+S2+KG 3,6 4,4 0,4 8,4 14 
21-46 
PB+S1 3,6 2,8 0 6,4 16 
PB+S2 3,6 4,4 0 8 15 
PB+S1+KG 3,6 2,8 0,7 7,1 15 
PB+S2+KG 3,6 4,4 0,7 8,7 14 
47-50 
PB+S1 2,4 2,8 0 5,2 16 
PB+S2 2,4 4,4 0 6,8 15 
PB+S1+KG 2,4 2,8 0,7 5,9 15 
PB+S2+KG 2,4 4,4 0,7 7,5 14 
51-68 
PB+S1 2,4 5,6 0 8 16 
PB+S2 2,4 8,8 0 11,2 15 
PB+S1+KG 2,4 5,6 0,7 8,7 15 
PB+S2+KG 2,4 8,8 0,7 11,9 14 
 
3.3.4 Postavitev testa BMP 
 
Preglednica 4 prikazuje volumen dodanih substratov v bioreaktorje. Najprej smo v vse 
reaktorje dodali 3000 ml inokuluma. V vse reaktorje smo dodali enako količino 
primarnega blata (70 ml) in vode (80 ml). Sirotko smo dodali v dveh volumnih (35 in 55 
ml) in pri tem mešali sirotko iz dveh lokacij v razmerju 1:1. V kombinacijo bioreaktorjev 
PB+S1+KG in PB+S2+KG smo dodali še 10 ml kravje gnojevke. Po 50. dnevu smo 
enkrat povečali dodani volumen sirotke in zmanjšali količino dodane vode, z namenom 
ohranjanja enakih HRT-jev. Vsi bioreaktorji so bili postavljeni v paralelkah. 
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PB+S1 70 35 0 80 185 16 
PB+S2 70 55 0 80 205 15 
PB+S1+KG 70 35 10 80 195 15 
PB+S2+KG 70 55 10 80 215 14 
51-68 
PB+S1 70 70 0 45 185 16 
PB+S2 70 110 0 25 205 15 
PB+S1+KG 70 70 10 45 195 15 
PB+S2+KG 70 110 10 25 215 14 
 
Bioreaktorje smo po polnjenju zatesnili s plinotesnimi gumijastimi pokrovi in jih prenesli 
v improvizirano vodno kopel, v kateri smo vzdrževali konstantno temperaturo (38 °C). 
Na bioreaktorje smo namestili mešala. Bioreaktorje smo nato povezali z drugo in naprej 
s tretjo enoto sistema AMPTS II. Vsak bioreaktor smo 60 s prepihovali z dušikom (N2), 
da smo zagotovili anaerobne pogoje. Po prepihovanju smo preko računalniškega sistema 
začeli merjenje nastalega CH4. Nato smo povezali bioreaktorje še z mešalnim sistemom, 
ki nadzoruje mešanje preko mreže in računalniškega sistema (Kolbl, 2014). Mešala so 
delovala 60 s v obeh smereh in nato bila izklopljena naslednjih 300 s. Proces mešanja se 
je s tako frekvenco nadaljeval skozi celotno obdobje testiranja. Test BMP je bil 
semikontinuiran kar pomeni, da smo vsak dan (med tednom) celoten sistem razstavili, 
odvzeli volumen dodanega substrata iz bioreaktorjev in dodali enak volumen svežega 
substrata. Postopek postavitve testa BMP se je vsak dan med tednom ponavljal po zgoraj 
opisanih postopkih. Med vikendi (sobote in nedelje) nismo dodajali svežega substrata. 
Sveži substrat ni bil dodan tudi na 28. dan izvedbe eksperimenta zaradi državnega 
praznika. Količina vode v vodni kopeli je bila v nivoju procesne brozge. Vodo, segreto 
na 38 °C, smo konstanto dolivali.  
 
Rezultate testa BMP smo prikazali na tri načine. Prvi način je prikaz dnevnih produkcij 
metana, ki jih beleži računalniški sistem sistema AMPTS II. Drugi način je prikaz skupnih 
volumnov nastalega bioplina skozi celotno obdobje testa BMP. Tretji način so pa 
preračunane dnevne produkcije metana na g KPK, s katerim smo obremenili reakcijsko 
brozgo. Dnevno produkcijo metana na g KPK, smo izračunali z enačbo 6. 
 
 
Dnev. produ. metana =
dnevna produkcija metana na dan x
OLR na dan x
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3.3.5 Priprava 3 M NaOH 
 
3 M raztopino NaOH smo pripravili po navodilih proizvajalca. 240 g čistega NaOH smo 
raztopili z do 2 l demineralizirane vode. Kot pH indikator smo uporabili 0,4 % raztopino 
timolftaleina, ki smo ga raztopili v 9 ml 99,5 % etanola in 1 ml demineralizirane vode. 10 
ml tako pripravljenega indikatorja smo zlili v pripravljeno 2 l raztopino NaOH. Slednjega 
smo razdelili v stekleničke po 200 ml in jih zatesnili z gumijastimi tesnili, ter namestili 
plastične pokrovčke. Štiri stekleničke z NaOH smo med sabo zaporedno povezali z 
gumijastimi cevkami. Ko se je barva indikatorja spremenila iz modre na belo, smo 
indikator v steklenički zamenjali (slika 12 (B)). 
 
3.4 DEMINERALIZIRANA VODA (demi voda) 
 
Demi vodo smo pripravljali s kolono MPD-20 proizvajalca Mesec (slika 14). Okvirna 
vrednost električne prevodnosti tako pripravljene demi vode je 10 µS/s.  
 
 
Slika 14: Kolona za pripravo demineralizirane vode. 
 
3.5 SHRANJEVANJE VZORCEV 
 
Enkrat tedensko smo vzorce zamrznili na -20 °C za nadaljnje analize.  
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3.6 FIZIKALNO-KEMIJSKI PARAMETRI 
 
3.6.1 Meritev pH in električne prevodnosti 
 
Meritve pH in električne prevodnosti substratov in vzorcev iz reaktorjev smo izvedli na 
enak način s prenosnim merilnim inštrumentom HQ40d multi proizvajalca Hach (slika 
15). Vzorce za merjenje smo nalili v čaše in v njih potopili sondi za merjenje pH in 
električne prevodnosti. Po koncu merjenja smo odčitali izmerjene vrednosti. Obe 
elektrodi smo pred in po meritvi sprali z demi vodo. Enote za merjenje električne 
prevodnosti so mS/cm. Oba parametra smo izmerili pri vseh substratih in v procesni 
brozgi enkrat tedensko.  
 
 
Slika 15: Sondi za merjenje pH in električne prevodnosti. 
 
3.6.2 Meritev amonijskega dušika (NH4+-N) 
 
Za meritev NH4
+-N smo uporabili Nesslerjevo metodo po navodilih proizvajalca. Vzorce 
smo najprej razredčili. V merilne valje z grobimi vratovi smo nalili 25 ml ustrezno 
razredčenega vzorca ali demi vode. Nato smo dodali 1 ml reagenta Rochelle Salt – PVA. 
Po dodatku smo vsebino premešali z obračanjem in po mešanju dodali 1 ml Nesslerjevega 
reagenta in ponovno premešali z obračanjem. Nato smo pustili reakcijsko mešanico 
mirovati (1 min). Po preteku časa smo celotno vsebino prelili v stekleničke za merjenje 
absorbance in zatesnili z gumijastim pokrovčkom. Meritev absorbance smo izvedli s 
spektrofotometrom DR2800 (slika 16) podjetja Lange pri 425 nm valovne dolžine, najprej 
za slepi vzorec in nato za vse ostale vzorce. Rezultat, ki nam ga je podal spektrofotometer, 
smo pomnožili z 1,29 in z redčitvenim faktorjem. Rezultate meritev smo podali v mg 
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+-N smo merili v vseh substratih in v vzorcih iz procesne brozge 
enkrat na teden. 
 
 
Slika 16: Spektrofotometer DR2800. 
 
3.6.3 Merjenje suhe snovi (SS) 
 
Žarilne lončke smo čez noč pustili v sušilniku Heraeus podjetja Thermo Scientific (slika 
17) pri 105 °C. Naslednji dan smo jih pustili v eksikatorju, da so se ohladili. Nato smo 
prazne žarilne lončke stehtali (m1) na analitski tehtnici AL204 proizvajalca Metler 
Toledo. Po tehtanju smo v lončke dodali 5 ml posameznega vzorca in žarilne lončke z 
vzorci spet stehtali (m2). Nato smo žarilne lončke z vzorci dali sušit pri 105 °C preko 
noči. Naslednji dan smo žarilne lončke s posušenimi vzorci ponovno dali v eksikator, da 
se ohladijo in ponovno stehtali (m3). Vse delo smo opravljali v rokavicah in pri prijemanju 
uporabljali kovinske klešče z namenom preprečitve kontaminacije vzorčkov in žarilnih 
lončkov. Suho snov smo podali v odstotkih (%) in jih izračunali po enačbi 7. SS smo 





× 100  (%)                                                                                           …(7) 
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Slika 17: Sušilnik Thermo scientific Heraeus. 
 
3.6.4 Razmerje med kratkoverižnimi maščobnimi kislinami in alkaliteto 
(KMK/ALK) 
 
Razmerje KMK/ALK nam podaja oceno o poteku fermentacijskega procesa. Metoda 
temelji na ločenem merjenju celokupne vsebnosti KMK (brez ločene identifikacije) in 
merjenjem ALK (raztopljeni anorganski ogljik), kot je opisano v standardih za 
spremljanje realnih bioplinskih naprav. Gre za metodo, ki poda na hiter in poceni način 
informacijo o poteku procesa anaerobne razgradnje. Razmerje KMK/ALK je standardni 
industrijski parameter, ki se uporablja pri vodenju in spremljanju realnih bioplinskih 
naprav. Vrednost ALK nam opisuje pufersko kapaciteto sistema (alkaliteto), vrednost 
KMK nam pa opisuje vsebnost KMK. Meritev temelji na dveh titracijskih krivuljah. Med 
prvo stopnjo titriramo vzorce z 0,1 N raztopino žveplove kisline (H2SO4) do pH 5,0. V 
prvi stopnji titracije se določa vrednost ALK, ki jo podajamo v mg kalcijevega karbonata 
na liter (mg CaCO3/l). Enačba 8 prikazuje izračun vrednosti ALK. V drugi stopnji titracija 
poteka med pH 5,0 in 4,4. Na tej stopnji se določa vrednost KMK, ki jo podajamo v mg 
ocetne kisline na liter (mg CH3COOH/l). Za izračun vrednosti KMK se uporablja enačba 
9. Razmerje KMK/ALK je brez enote. Titracijo smo izvajali z avtomatskim titratorjem 
Titralab AT1000 Series podjetja Hach (slika 18), ki podaja že preračunane vrednosti po 
Nordmannovi metodi (Mézes in sod., 2013). Meritev smo izvajali po navodilih 
proizvajalca tako, da smo v za meritve namenjeno plastično čašo dodali 5 ml vzorca in 
50 ml demi vode. Dodali smo magnetno mešalo, čašo namestili na titrator in titrirali. Pred 
in po titriranju smo pH elektrodo spirali z demi vodo. Meritve KMK/ALK smo izvajali 
na vzorcih, odvzetih iz procesne brozge enkrat na teden. Določali smo tudi posamezne 
KMK s plinsko kromatografijo (GC-FID), kot je opisano v poglavju 3.6.6. 
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ALK = A × 250 (mg CaCO3/l)                                                                                   …(8) 
 
FOS = ((B × 1,66) − 0,15) × 500 (mg CH3COOH/l)                                              …(9) 
 
A=B= poraba 0,1 N H2SO4 (ml) 
 
 
Slika 18: Avtomatski titrator Titralab. 
 
3.6.5 Določanje TOC z metodo KPK 
 
Za določanje KPK vzorcev iz procesne brozge smo najprej naredili dva reagenta (reagent 
1 in reagent 2). Reagent 1 smo pripravili tako, da smo 125 ml destilirane vode, 2,554 g 
K2Cr2O7 in 41,75 ml koncentrirane H2SO4 po navedenem vrstnem redu dodali v 250 ml 
bučko in dopolnili do oznake 250 ml z destilirano vodo. Bučko smo dobro premešali in 
jo ovili z aluminijasto folijo, zaradi zaščite pred svetlobo. Reagent 2 smo pripravili tako, 
da smo Ag2SO4 v prahu raztopili v H2SO4 tako, da je končna koncentracija Ag2SO4 bila 
enaka 10 g/l. Bučko smo potem ovili v folijo zaradi zaščite pred svetlobo. Reagent KPK 
smo pripravili z mešanjem reagentov 1 in 2 v razmerju 3:7 tako, da smo v 250 ml bučko 
dodali najprej 75 ml reagenta 1 in nato dopolnili do 250 ml z reagentom 2. Reagent 2 smo 
dodajali počasi zaradi močnega segrevanja mešanice. Nato smo bučko z reagentom KPK 
ovili v aluminijasto folijo in jo pustili čez noč, da se je ohladila (Filipić, 2016).  
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KPK vzorcev smo določili tako, da smo mikrocentrifugirke z vzorci odtajali v vodni 
kopeli in jih centrifugirali pri 900 obratih/min. Tekoči del faze smo redčili in 200 µl 
razredčenega vzorca prenesli v vialo ter dodali 500 µl reagenta KPK. Viale smo zaprli z 
na temperaturo odpornimi pokrovčki in jih segrevali v pečici pri 135 °C 40 min (slika 
19).  
 
Za meritev smo pripravili umeritveno krivuljo (Priloga A) z naraščajočimi 
koncentracijami glukoze: 0,1 g/l, 0,2 g/l, 0,4 g/l, 0,5 g/l, 0,6 g/l in 0,8 g/l. Tudi raztopine 
glukoz smo prenesli v viale (200 µl) in jih segrevali 40 min pri 135 °C. Umeritveno 
krivuljo smo delali v treh ponovitvah. Po segrevanju smo vzorce ohladili in 200 µl 
reakcijske mešanice prenesli na UV-VIS mikrotitrsko ploščico. Za umeritveno krivuljo, 
smo s spektrofotometrom Bio-tek EL808 pomerili absorbanco pri petih različnih valovnih 
dolžinah (405 nm, 450 nm, 490 nm, 540 nm in 630 nm). Glede na najboljši 
determinacijski koeficient (R2) umeritvene krivulje, smo izmerili absorbanco vzorcev po 
enakem postopku pri valovni dolžini 630 nm (Filipić, 2016; Šket in sod., 2017).  
 
Izračun vrednosti KPK temelji na predpostavki, da je za oksidacijo 1 mol glukoze do CO2 
in H2O potrebnih 4 mole K2Cr2O7 oz. 6 molov O2. Torej je za oksidacijo 180,16 g glukoze 
potrebnih 192 g O2. Iz tega sledi, da ima 1g glukoze 1,067 g KPK. Vrednosti KPK 
vzorcev smo izračunali s pomočjo enačbe umeritvene krivulje in jih pomnožili z 1,067, 
in upoštevali še faktor redčenja, saj smo z redčenjem vzorcev morali priti v območje 
umeritvene krivulje (Dionisi, 2017; Zavec, 2015).  
 
 
Slika 19: Določanje KPK v vzorcih iz procesne brozge. 
 
 3.6.6 Določanje kratkoverižnih maščobnih kislin (KMK)  s pomočjo plinske 
kromatografije 
 
Vzorce smo najprej odtalili. V 15 ml falkonko smo dali 0,4 g NaCl. Nato smo dodali 2 
ml odtaljenega vzorca in 200 µl internega standarda. Vzorec smo zakisali z dodatkom 
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400 µl 50 % H2SO4. Na koncu smo dodali še 2 ml etra in falkonko premešali z obračanjem 
(20–krat). Falkonke smo nato centrifugirali 1 min na 2000 obratov/min in tako omogočili 
ločbo etrske in vodne faze. Etrsko fazo smo s Pasteurjevo pipeto prenesli v viale, ki smo 
jih zatesnili s pokrovčkom s teflonsko membrano. Med potekom etrske ekstrakcije smo 
falkonko cel čas imeli zaprto z zamaški in s tem preprečili izhlapevanje KMK. Zatesnjene 
viale smo do meritev shranili na -20 °C (Kolbl, 2014; Zavec, 2015). 
 
Meritve smo opravili na plinskem kromatografu HP 6890 Series proizvajalca Hawlet 
Packard z avtomatskim vzorčevalnikom (slika 20). Kromatograf je bil opremljen s 
kapilarno kolono Agilent J&W GC Colums DB-FFAP, 30 m x 0,530 mm x 1 µm sloj 
stacionarne faze. Injektor je bil segret na 200 °C, ionizirajoči detektor pa na 300 °C, 
začetna temperatura kolone je bila 70 °C z zadrževalnim časom 1 min. Nato se je kolona 
segrevala 20 °C/min do 120 °C in naprej 10 °C/min do 200 °C (končna temperatura) z 
zadrževalnim časom 3 min. Kot nosilna plina smo uporabili helij (He) s pretokom 5 
ml/min in dušik (N2) s pretokom 25 ml/min. Kot detektorska plina pa smo uporabili vodik 
(H2) s pretokom 30 ml/min in zrak s pretokom 400 l/min. Volumen vzorca je bil 1 µl. V 
vzorcih smo določali ocetno, propanojsko, butanojsko, pentanojsko in heksanojsko 
kislino. Kot interni standard smo uporabili krotonsko kislino s koncentracijo 1 g/l. Sestava 
kalibracijske mešanice je podana v preglednici 5 (Kolbl, 2014; Zavec, 2015). 
 
Preglednica 5: Sestava kalibracijske mešanice za plinski kromatograf (Kolbl, 2014). 
Vrsta kisline Etanol Etanojska Propanojska Butanojska Pentanojska Heksanojska 
Molekulska masa 
(g/mmol) 
46,07 60,05 74,08 88,11 102,13 116,16 
Gostota (g/l) 790 1049 993 958 939 927 
Koncentracija (%) 99,8 99,8 99,5 99 99 98,5 
Agregatno stanje Tekoče Tekoče Tekoče Tekoče Tekoče Tekoče 
Koncentracija kisline 
(g/l) 
790 1049 993 958 939 927 
V1 (µl) - kislina 127 95 101 104 106 108 
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Slika 20: Plinski kromatograf HP 6890 Series. 
   
3.6.7 Določanje vsebnosti mikroelementov 
 
Vzorce smo odtalili in jih prenesli v žarilne lončke. Žarilne lončke smo preko noči 
posušili v sušilniku Heraeus podjetja Thermo Scientific pri temperaturi 60 °C. 100 mg 
posušenih vzorcev smo prenesli v mikrocentrifugirke, ki smo jih shranili na 5 °C do 
začetka meritev. 100 mg vzorca smo stisnili v stiskalnici in s peletirnikom naredili pelete. 
Analizo vsebnosti 16-ih elementov (P, S, Cl, K, Ca, Ti, Cr, Mn, Fe, Ni, Cu, Zn, Pb, Br, 
Sr, Zr) smo opravili z rentgenskim fluorescenčnim spektrofotometrom (angl. XRF: X-ray 
fluorescence spectrometry). Vzorce smo obsevali z Rh anodo (35 kV) s 5 mm žarkom. 
XRF signal smo detektirali s silikonsko diodo (SDD, ang.: silicon drift diode) 
(proizvajalec Amptek). Spekter smo analizirali s programom LabView. Za namene 
kontrole smo uporabljali standardne referenčne materiale: NIST SRM 1573a 
(homogeniziran prašek paradižnikovih listov), CRM 129 (prah iz sena) in OU-10 
(geološki vzorci iz Longmyndian greywacke, GeoPT24) (Kump in sod., 1996; Šket in 
sod., 2018). 
 
3.7 STATISTIČNE ANALIZE 
 
3.7.1 Univariatne analize 
 
Univariatne analize posameznih parametrov smo izvedli s programom Excel 2016 
proizvajalca Microsoft Office. Za izračun napak koeficientov linearnih regresij smo 
uporabili funkcijo LINEST.  
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3.7.2 Multivariatne analize 
 
Zaradi velikega števila različnih parametrov smo k analizi rezultatov morali pristopiti tudi 
na način multivariatne statistične analize. Za to smo uporabili metodo nemetričnega 
večdimenzionalnega lestvičenja (NM-MDS; angl.: NonMetric MultiDimensional 
Scaling). Metoda temelji na ordinaciji večdimenzionalnih parametrov v dvo - ali 
tridimenzionalnem prostoru z ohranjanjem distanc med posameznimi parametri. Na tak 
način so parametri, ki se najbolj razlikujejo, čimbolj oddaljeni drug od drugega. Najbolj 
podobni parametri pa ležijo čim bližje drug k drugemu (Legendre in Legendre, 1998). V 
analizi NM-MDS se podatkom dodelijo rangi, kar pomeni, da analiza ne temelji na realni 
razliki med podatki, ampak med rangi, ki se dodelijo posameznemu podatku oz. 
parametru glede na njihovo medsebojno razliko (Clarke, 1993). Analizo NM-MDS je 
potrebno nekajkrat ponoviti, saj je pridobljena z naključnimi procesi. Oceno kakovosti 
statistične analize podajamo z napetostno vrednostjo (NV, angl.: Stress value), ki je mera 
za kakovost med razlikami pridobljenih podatkov. Analiza je sprejemljiva, če je NV nižja 
od 0,1. Če je NV enaka 0, govorimo o perfektnem monotonem odnosu med razlikami in 
izračunanimi distancami. Če je vrednost višja od 0,2, je kvaliteta take analize vprašljiva 
in jo je potrebno ponavljati, dokler vrednost na pade pod pričakovan nivo (Kruskal, 1964). 
Nižja je napetostna vrednost, boljše so na pridobljeni ordinaciji NM-MDS predstavljene 
realne razlike med analiziranimi podatki (Cox in Cox, 1992).  
 
Za namene statistične analize parametrov, uporabljenih v naši raziskavi, smo morali 
najprej izvesti normalizacijo parametrov. Parametre smo normalizirali tako, da smo 
najprej prišteli ena in nato logaritmirali z desetiškim logaritmom. Parameter pH vrednost 
je že sam po sebi desetiški logaritem koncentracije oksonijevih ionov, zato tega parametra 
nismo normalizirali. Za primerjavo parametrov smo uporabili Euclidijev algoritem, ki 
temelji na postavljanju posameznih parametrov v svojo os. Parametri iz vsake osi se 
potem postavijo v večdimenzionalni prostor (Bocard in sod., 2011; Filipić, 2016; Zavec, 
2015). Za multivariatno analizo smo uporabili program PAST verzija 2.17c (Hammer in 
sod., 2001). Izvedli smo analizo fizikalno-kemijskih (izmerjeni) in eksperimentalnih 
(podatki o organski obremenitvi) podatkov glede na metanski izplen. Pri tem smo 
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Urška Magerl (Univerza v Ljubljani, Fakulteta za gradbeništvo in geodezijo) je v svojem 
magistrskem delu predstavila možnosti uvedbe nižjih koncentracij sirotke v proces 
anaerobne korazgradnje primarnega blata in sirotke. Namen tega dela je bil optimizirati 
proces anaerobne razgradnje pri višjih organskih obremenitvah.  
4.1 PREGLED KARAKTERISTIK SIROTKE 
 
Pregledali smo 29 raziskovalnih člankov v katerih so se ukvarjali z uvajanjem sirotke v 
procese anaerobne razgradnje. V Prilogi B so zbrani vsi podatki, ki so na slikah 21 do 23 
predstavljeni na grafih z okvirji z ročaji. Na sliki 21 sta predstavljena parametra SS in pH. 
Vrednosti za SS so 6,06±1,26 % in za pH 5,12±1,11. Najvišji delež suhe snovi je bil 10,03 
%, najmanjši pa 3,3 %. Maksimalna vrednost za pH je bila 6,8, minimalna pa 2,7. 
Povprečna vrednost KPK vseh sirotk uporabljenih v člankih je 64150±11377 mg O2/l 
(slika 22). Maksimalna KPK vrednost sirotke je bila 96200 mg O2/l, minimalna pa 36600 
mg O2/l. Količina amonijskega dušika (NH4
+-N) variira od 11 mg/l do 300 mg/l s 
povprečno vrednostjo 124,95±86,75 mg/l (slika 23). V člankih so v večini izmerili KPK 
in pH, ostale parametre so pa določali različno. Med takimi je tudi električna prevodnost, 
ki je bila izmerjena v dveh raziskavah. Vrednosti se gibljejo med 7 in 17 mS/cm. 
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Slika 23: Okvir z ročaji za  amonijski dušik (NH4+-N) sirotk, uporabljenih v raziskavah anaerobne 
razgradnje. 
 
4.2 KARAKTERISTIKE SUBSTRATOV 
 
Preglednica 6 prikazuje osnovne karakteristike substratov, ki smo jih uporabili v testu 
BMP. Sirotka je imela med vsemi substrati najnižji pH (4,38±0,74) in količino NH4
+-N 
(221±28 mg/l). Sirotka se po električni prevodnosti uvršča na sredino med uporabljenimi 
substrati (3,67±1,03 mS/cm) in ima najvišje vrednosti deleža SS (5,75±0,87 %) in KPK 
(80,78±16,72 g O2/l). 
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Preglednica 6: Karakteristike substratov uporabljenih v izvedenem testu BMP. 
  pH 
Prevodnost 
(mS/cm) SS (%) 
NH4+-N 
(mg/l) KPK (g O2/l) 
Primarno blato 6,78±0,74 2,21±1,27 2,4±0,34 688±284 41,33±8,78 
Sirotka 4,38±0,01 3,67±1,03 5,75±0,87 221±28 80,78±16,72 
Kravja gnojevka 8,44±0,53 21,91±0,69 4,38±0,25 4787±925 52,76±13,01 
 
4.3 REZULTATI TESTA BMP 
 
4.3.1 Dnevna produkcija metana 
 
Slika 24 prikazuje dnevno produkcijo CH4 vsak dan skozi celoten potek testa BMP. 
Maksimalno produkcijo CH4  smo opazili v prvem tednu poteka eksperimenta. 
Maksimalne vrednosti nastanka CH4 so 993,05±136,97 ml CH4/dan (reaktorska paralelka 
PB+S1, v nadaljevanju reaktor PB+S1), 1379,8±67,32 ml CH4/dan (reaktorska paralelka 
PB+S2, v nadaljevanju reaktor PB+S2), 1333,5±119,36 ml CH4/dan (reaktorska paralelka 
PB+S1+KG, v nadaljevanju reaktor PB+S1+KG) in 1461,45±189,29 ml CH4/dan 
(reaktorska paralelka PB+S2+KG, v nadaljevanju reaktor PB+S2+KG). V drugem tednu 
so se maksimalne produkcije znižale za 652,75 ml CH4/dan (reaktor PB+S1), za 813,75 
ml CH4/dan (reaktor PB+S2), za 808,35 ml CH4/dan (reaktor PB+S1+KG) in za 668,25 
ml CH4/dan (reaktor PB+S2+KG). V tretjem tednu so se maksimalne dnevne produkcije 
še enkrat znižale v primerjavi z drugim tednom za 115,05 ml CH4/dan (reaktor PB+S1), 
111,40 ml CH4/dan (reaktor PB+S2), 179,45 ml CH4/dan (reaktor PB+S1+KG) in za 
201,5 ml CH4/dan (reaktor PB+S2+KG). Po tretjem tednu se je sistem stabiliziral z 
maksimalnimi dnevnimi produkcijami 177,35±0,49 ml CH4/dan (reaktor PB+S1), 
388,95±5,59 ml CH4/dan (reaktor PB+S2), 309,45±2,19 ml CH4/dan (reaktor 
PB+S1+KG) in 551,75±4,31 ml CH4/dan (reaktor PB+S2+KG) sredi tedna (dan 36). Od 
20. do 50. dneva so se dnevne produkcije CH4 gibale na podoben način. Tako so se dnevne 
produkcije CH4 med tednom gibale med 130 in 290 ml CH4/dan (reaktor PB+S1), 177 in 
358 ml CH4/dan (reaktor PB+S1+KG), 302 in 530 ml CH4/dan (reaktor PB+S2) in 359 in 
591 ml CH4/dan preko tedna. V času stabilnosti, ki se je pojavila med tednom, vidimo 
tudi podobne razlike v produkciji CH4 med posameznimi reaktorji, ki se pojavljajo iz 
tedna v teden, kar je razvidno iz slike 24. Na sliki 24 je viden tudi padec pod 200 ml 
CH4/dan v dnevni produkciji CH4 med vikendi in državnim praznikom (28. dan). Po 50. 
dnevu vidimo povišanje dnevnih produkcij CH4, ki so svoje maksimalne vrednosti 
dosegle v zadnjem tednu testa BMP. Tako so bile dnevne produkcije CH4 na 66. dan 
684,4±63,14 ml CH4/dan za reaktor PB+S1, 576,55±5,73 ml CH4/dan za reaktor 
PB+S1+KG in 1069,75±69,65 ml CH4/dan za reaktor PB+S2+KG. Tudi v reaktorju 
PB+S2 je prišlo do maksimalne produkcije v zadnjem tednu (63. dan). Takrat je dnevna 
produkcija znašala 971,8±54,16 ml CH4/dan. Povišanje dnevne produkcije CH4 je na sliki 
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24 vidno že takoj v 51. dnevu, ko se je dnevna produkcija CH4 povišala za 170 ml 
CH4/dan (reaktor PB+S1), 220 ml CH4/dan (reaktor PB+S2), 230 ml CH4/dan (reaktor 




Slika 24: Dnevna produkcija CH4 v reaktorjih z dodanim primarnim blatom in dveh različnih koncentracij 
sirotke ( PB+S1, PB+S2) ter dodane kravje gnojevke (PB+S1+KG in PB+S2+KG) (z rdečimi krogci so 
označeni vikendi in državni praznik; z rdečo puščico je označen začetek dodajanja dvojnih količin 
sirotke). 
 
4.3.2 Dnevna produkcija na g vnešenega KPK 
 
Tudi v tem primeru smo največjo produkcijo zabeležili v prvem tednu poteka testa BMP 
(slika 25). Maksimalno produkcijo smo zabeležili že v drugem dnevu pri reaktorju 
PB+S1+KG (196,1±17,55 ml CH4/dan/g KPK). Tudi pri ostalih reaktorjih so bile 
zabeležene maksimalne vrednosti, ki pa so bile manjše. V reaktorju PB+S1 je bila 
maksimalna produkcija 155,16±21,4 ml CH4/dan/g KPK, v reaktorju PB+S2 172,48±8,41 
ml CH4/dan/g KPK in v reaktorju PB+S2+KG 173,98±22,53 ml CH4/dan/g KPK. V 
drugem tednu so se vrednosti znižale in se stabilizirale od 20. do 50. dneva. Tako so se 
med tednom vrednosti gibale med 13 in 41 ml CH4/dan/g KPK v reaktorju PB+S1, 48 in 
60 ml CH4/dan/g KPK v reaktorju PB+S2, 22 in 50 ml CH4/dan/g KPK v reaktorju 
PB+S1+KG in 33 in 68 ml CH4/dan/g KPK v reaktorju PB+S2+KG. Takoj po 50. dnevu 
so se dnevne produkcije zvišale. Na 51. dan so bile vrednosti višje za 20 ml CH4/dan/g 
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26 ml CH4/dan/g KPK (reaktor PB+S2+KG). Maksimalne vrednosti po povišanju smo 
tako zaznali v zadnjem tednu (66. dan). Takrat so bile vrednosti 85,55±7,89 CH4/dan/g 
KPK (reaktor PB+S1), 82,96±4,71 CH4/dan/g KPK (reaktor PB+S2), 66,27±0,66 
CH4/dan/g KPK (reaktor PB+S1+KG) in 89,89±5,85 CH4/dan/g KPK (reaktor 
PB+S2+KG). Najnižjo produkcijo smo zabeležili med vikendi in med praznikom (pod 10 
CH4/dan/g KPK) pri vseh reaktorjih. Priloga E prikazuje OLR posameznih procesnih 
brozg skozi celotno časovno obdobje izvajanja testa BMP. 
 
 
Slika 25: Dnevna produkcija CH4 na gram dodanega KPK v reaktorjih PB+S1, PB+S2, PB+S1+KG in 
PB+S2+KG (z rdečimi krogci so označeni vikendi in državni praznik; z rdečo puščico je označen začetek 
dodajanja dvojnih količin sirotke). 
 
 
4.3.3 Skupen volumen nastalega metana 
 
Pregled skupnih volumnov nastalega metana nam poda celotno sliko nastalega metana v 
68-ih dneh izvajanja eksperimenta. V našem eksperimentu je vse skupaj nastalo 
15063±652 ml CH4 (PB+S1), 29072±673 ml CH4 (PB+S2), 20672±549 ml CH4 
(PB+S1+KG) in 33479±610 ml CH4 (PB+S2+KG) (slika 26). Iz prikaza tedenskih 
skupnih volumnov (slika 27) lahko vidimo, da je po 50. dnevu oziroma na začetku 8. 
tedna krivulja močno narasla. Koeficienti krivulj linearnih regresij so se povečali za 264 
(PB+S2+KG), 295 (PB+S2), 122 (PB+S1+KG) in 108 (PB+S1) (Priloga G). V reaktorju 
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Podobna razlika je bila izmerjena tudi med reaktorjema PB+S2+KG in PB+S1+KG 
(12800 ml CH4). V reaktorjih PB+S1+KG in PB+S2+KG je bilo za 5609 ml CH4 in 4407 
ml CH4 več proizvedenega metana kot v reaktorjih PB+S1 in PB+S2.  
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V prilogi F so prikazani dnevni skupni volumni nastalega metana glede na organsko 
obremenitev reaktorjev. Iz priloge je razvidno, da je višja organska obremenitev na koncu 
rezultirala v višji količini pridobljenega metana. V reaktorju PB+S1, ki je bil skozi celoten 
proces najnižje obremenjen, je nastalo 2254±294 ml CH4 na g dodanega KPK (1617±213 
ml CH4 na g dodanega KPK do 50. dne). V najvišje obremenjenem reaktorju 
(PB+S2+KG) je nastalo 3542±238 ml CH4 na g dodanega KPK (2578±188 ml CH4 na g 
vnesenega KPK).  
 
4.4 FIZIKALNO-KEMIJSKI PARAMETRI 
 
4.4.1 pH in prevodnost 
 
Slika 28 prikazuje gibanje pH v procesnih brozgah vseh štirih kombinacij procesnih 
brozg. pH procesnih brozg v reaktorjih PB+S1 in PB+S2 je bil nižji od pH reaktorjev 
PB+S1+KG in PB+S2+KG. Prav tako je pH procesne brozge v reaktorjih PB+S2 in 
PB+S2+KG nižji od procesne brozge reaktorjev PB+S1 in PB+S1+KG. V prvih 25-ih 
dneh je prišlo do nihanja v vseh procesnih brozgah (razlika med maksimalno in 
minimalno vrednostjo pH je bila 0,22 točke v reaktorju PB+S1, 0,07 točke v reaktorju 
PB+S2, 0,11 v reaktorju PB+S1+KG in 0,06 točke v reaktorju PB+S2+KG). Po 30. dnevu 
se je pH v vseh štirih sistemih ustalil in je znašal med 7,28±0,01 in 7,3±0,01 v reaktorju 
PB+S1, 7,21±0,01 in 7,24±0,03 v reaktorju PB+S2, 7,45±0,01 in 7,50±0,01 v reaktorju 
PB+S1+KG in 7,41±0,00 in 7,47±0,00 v reaktorju PB+S2+KG. Po 50. dnevu smo v 
reaktorjih PB+S1, PB+S2 in PB+S2+KG zaznali padec v pH, ki je minimum dosegel v 
56. dnevu (7,05±0,01 v reaktorju PB+S1, 6,97±0,02 v reaktorju PB+S2 in 7,03±0,03 v 
reaktorju PB+S2+KG). V reaktorju PB+S1+KG je bil padec manj izrazit in je minimum 
dosegel na 54. dan (7,38±0,01). Po padcu v vseh štirih reaktorjih se je pH povišal nad 
raven pred padcem in je v 63. dnevu dosegel 7,35±0,03 (reaktor PB+S1), 7,29±0,01 
(reaktor PB+S2), 7,64±0,00 (reaktor PB+S1+KG) in 7,56±0,04 (reaktor PB+S2+KG).  
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Slika 28: Prikaz gibanja vrednosti pH v reaktorjih PB+S1, PB+S2, PB+S1+KG in PB+S2+KG (z rdečo 
puščico je označen začetek dodajanja dvojnih količin sirotke). 
 
Električna prevodnost (slika 29) se je podobno gibala v reaktorjih PB+S1 in PB+S2 in 
reaktorjih PB+S1+KG in PB+S2+KG. Prvi dan je bila električna prevodnost procesne 
brozge med 3,88±0,15 mS/cm v reaktorju PB+S1 in 4,19±0,06 mS/cm v reaktorju 
PB+S1+KG. V ostalih dveh reaktorjih je bila električna prevodnost med tema 
vrednostnima. V reaktorjih PB+S1 in PB+S2 je električna prevodnost padala do 47. 
dneva, ko je dosegla 2,73±0,04 mS/cm (reaktor PB+S1) in 2,80±0,12 mS/cm (reaktor 
PB+S2). Po 47. dnevu se je električna prevodnost v teh dveh reaktorjih ustalila in gibala 
med 2,69±0,01 mS/cm in 2,75±0,06 mS/cm (reaktor PB+S1) ter med 2,80±0,04 mS/cm 
in 2,92±0,00 mS/cm (reaktor PB+S2). Električna prevodnost procesne brozge v reaktorju 
PB+S1 je bila nižja od  procesne brozge v reaktorju PB+S2 skozi celoten potek 
eksperimenta (razen v 5. dnevu). Električna prevodnost v reaktorjih PB+S1+KG in 
PB+S2+KG je naraščala do 25. in 32. dneva, ko je dosegla maksimalne vrednosti 
(4,40±0,01 mS/cm in 4,61±0,03 mS/cm v reaktorjih PB+S1+KG in PB+S2+KG). Do 32. 
dneva je bila električna prevodnost v reaktorjih PB+S1+KG nižja od električne 
prevodnosti v reaktorjih PB+S2+KG. Od 40. dneva naprej so se vrednosti v teh reaktorjih 
ustalile (maksimalna razlika med tema reaktorjema je bila 0,04 mS/cm) in so rahlo 
naraščale. Na 63. dan je bila električna prevodnost v reaktorjih PB+S1 in PB+S2 za 1,43 
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Slika 29: Prikaz gibanja vrednosti električne prevodnosti v reaktorjih PB+S1, PB+S2, PB+S1+KG in 
PB+S2+KG (z rdečo puščico je označen začetek dodajanja dvojnih količin sirotke). 
 
4.4.2 Razmerje med KMK in alkaliteto (KMK/ALK) 
 
Slika 30 prikazuje gibanje vrednosti KMK. V prvem dnevu so bile vrednosti KMK v 
procesni brozgi reaktorjev PB+S1+KG in PB+S2+KG (2132±694 mg CH3COOH/l in 
2089±402 mg CH3COOH/l) za 700 mg CH3COOH/l nižje od reaktorjev PB+S1 in PB+S2 
(2826±171 mg CH3COOH/l in 2714±149 mg CH3COOH/l). Po petih dneh procesa so se 
vrednosti v reaktorjih z dodano KG zvišale in v reaktorjih brez dodane KG znižale na 
okrog 2300 mg CH3COOH/l. Nato so vrednosti KMK v vseh procesnih brozgah padale 
do 47. dneva, ko so dosegle minimum v vseh štirih reaktorjih PB+S1, PB+S2, 
PB+S1+KG in PB+S2+KG (1048±36 mg CH3COOH/l, 1001±43 mg CH3COOH/l, 
1209±8 mg CH3COOH/l, 1207±4 mg CH3COOH/l). Po 50. dnevu so se vrednosti v vseh 
kombinacijah zvišale, pri čemer je bilo zvišanje v kombinaciji reaktorjev PB+S1 in 
PB+S2 bolj enakovredno (1259±87 mg CH3COOH/l, 1267±116 mg CH3COOH/l na 63. 
dan). Zvišanje smo opazili tudi v reaktorjih z dodano KG, vendar je bilo v reaktorju 
PB+S2+KG (1940±82 mg CH3COOH/l) bolj intenzivno v primerjavi z reaktorjem 
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Slika 30: Prikaz gibanja vrednosti kratkoverižnih maščobnih kislin (KMK) v reaktorjih PB+S1, PB+S2, 
PB+S1+KG in PB+S2+KG (z rdečo puščico je označen začetek dodajanja dvojnih količin sirotke). 
 
Alkaliteta se je gibala podobno v reaktorjih s podobno procesno brozgo. Začetne 
vrednosti v prvem dnevu so bile med 4258±30 mg CaCO3/l v reaktorjih PB+S2 in 
4405±237 mg CaCO3/l v reaktorjih PB+S1+KG. Vrednosti v preostalih reaktorjih so bile 
med tema vrednostnima. Padec v alkaliteti je bolj izrazit v rektorjih PB+S1 in PB+S2. 
Koeficient naklona krivulje v teh dveh primerih je enak -32,5±1,6 (reaktor PB+S1) in -
32,2±1,7 (reaktor PB+S2). Manjši padec smo zaznali v reaktorjih z dodano KG, kjer sta 
bila naklona krivulje linearne regresije manjša (-11,9±1,1 v reaktorju PB+S1+KG in -
16,1±2,0 v reaktorju PB+S2+KG) (Priloga C). Najnižje vrednosti alkalitete smo zaznali 
po 50. dnevu, ko so v reaktorjih PB+S1 in PB+S2 vrednosti padle pod 2500 mg CaCO3/l. 
V reaktorjih PB+S1+KG in PB+S2+KG so vrednosti po 50. dnevu ostale pod 3900 mg 
CaCO3/l. Na koncu eksperimenta je bila alkaliteta v reaktorju PB+S1 za 1279 mg CaCO3/l 
manjša od reaktorja PB+S1+KG in v reaktorju PB+S2 za 1163 mg/l CaCO3 manjša od 
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Slika 31: Gibanje vrednosti alkalitete (ALK) v reaktorjih PB+S1, PB+S2, PB+S1+KG in PB+S2+KG (z 
rdečo puščico je označen začetek dodajanja dvojnih količin sirotke). 
 
Razmerje med KMK in alkaliteto (KMK/ALK) je bilo na začetku eksperimenta enako v 
reaktorjih PB+S1 in PB+S2 (0,65±0,02 in 0,64±0,04) ter PB+S1+KG in PB+S2+KG 
(0,48±0,13 in 0,48±0,06). Do 50. dne je razmerje KMK/ALK v vseh štirih reaktorjih 
padalo in je doseglo minimum v vseh reaktorjih na 47. dan, ko so bile vrednosti v 
reaktorjih 0,39±0,01 (PB+S1), 0,37±0,02 (PB+S2), 0,30±0,00 (PB+S1+KG) in 0,31±0,00 
(PB+S2+KG). Do 47. dneva so bile vrednosti KMK/ALK v reaktorju PB+S2+KG nižje 
od reaktorja PB+S1+KG in vrednosti v reaktorju PB+S2 nižje od reaktorja PB+S1. Po 
50. dnevu so vrednosti začele naraščati v vseh reaktorjih in je gibanje krivulj PB+S1 in 
PB+S2 ter PB+S1+KG in PB+S2+KG usklajeno z večjim nihanjem vrednosti v vseh 
reaktorjih. V reaktorjih PB+S2 in PB+S2+KG so se vrednosti približale začetnim 
vrednostnim (0,61±0,02 in 0,49±0,02) na 56. dan meritev. Tudi v reaktorjih PB+S1 in 
PB+S1+KG je prišlo do povišanja, vendar je to bilo nižje (0,55±0,03 in 0,35±0,02). Nato 
je spet sledil padec in ponovno povišanje na 63. dan, ko se je razmerje povečalo za 0,1 in 
doseglo maksimum v reaktorju PB+S2+KG (0,54±0,03). V ostalih reaktorjih je bilo 
zvišanje manj izrazito (za 0,01 v reaktorjih PB+S1 in PB+S2 ter za 0,03 v reaktorju 
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 Slika 32: Prikaz gibanja razmerij med KMK in alkaliteto (KMK/ALK) v reaktorjih PB+S1, PB+S2, 
PB+S1+KG in PB+S2+KG (z rdečo puščico je označen začetek dodajanja dvojnih količin sirotke). 
 
4.4.3 Amonijski dušik (NH4+-N) 
 
Med meritvami koncentracij NH4
+-N v procesni brozgi smo opazili podobno nihanje. 
Tako je bilo nihanje v reaktorju PB+S1 podobno nihanju v reaktorju PB+S2 in nihanje v 
reaktorju PB+S1+KG podobno nihanju v reaktorju PB+S2+KG. Na 6. dan so bile 
vrednosti NH4
+-N v reaktorjih PB+S1, PB+S2, PB+S1+KG in PB+S2+KG enake 
1273±14 mg/l, 1190±50 mg/l, 1290±55 mg/l in 1358±50 mg/l. Po 50. dnevu nismo opazili 
večjih razlik v koncentraciji NH4
+-N. V vseh reaktorjih so vrednosti padle pod začetni 
nivo in so bile v 62. dnevu enake 635±5 mg/l (reaktor PB+S1), 629±5 mg/l (reaktor 
PB+S2), 919±5 mg/l (reaktor PB+S1+KG) in 884±0 mg/l (reaktor PB+S2+KG). Skozi 
celoten potek eksperimenta so bile vrednosti NH4
+-N v reaktorjih z dodano KG višje od 
vrednosti reaktorjev brez KG (slika 33). Podatki linearne regresije nam razkrivajo, da je 
naklon linearne regresijske premice reaktorjev PB+S1 (-10,2±0,8) in PB+S2 (-10,1±0,8) 
večji od naklona linearne regresijske premice reaktorjev PB+S1+KG (-7,1±1,2) in 
PB+S2+KG (-8,3±1,5), kar kaže na hitrejšo stopnjo padanja koncentracij NH4
+-N v 
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Slika 33: Prikaz gibanja koncentracij amonijskega dušika (NH4+-N) v procesnih brozgah reaktorjev 
PB+S1, PB+S2, PB+S1+KG in PB+S2+KG (z rdečo puščico je označen začetek dodajanja dvojnih 
količin sirotke). 
 
4.4.4 Suha snov (SS) 
 
Začetni deleži SS so bili med 1,92±0,03 % (reaktor PB+S2 in PB+S2+KG) in 1,96±0,01 
% (reaktor PB+S1). V reaktorju PB+S1+KG je bila začetna vrednost 1,94±0,01 %. Do 
28. dneva je sledil enakomeren padec deleža SS v vseh reaktorjih (koeficient naklona 
linearne regresije je pri vseh enak -0,03). Na 28. dan so se vrednosti gibale med 
1,35±0,01% in 1,39±0,01% SS. Padec se je nadaljeval, vendar je bil od 28. do 48. manj 
izrazit. Na 48. dan smo zabeležili najnižji delež SS v vseh reaktorjih in je bil enak 
1,21±0,01% (reaktor PB+S1), 1,26±0,01% (reaktor PB+S2), 1,26±0,00% (reaktor 
PB+S1+KG) in 1,25±0,01% (reaktor PB+S2+KG). Po 50. dnevu so deleži SS v reaktorjih 
začeli naraščati. Naraščanje v reaktorjih PB+S1 je bilo podobno naraščanju deležev v 
reaktorju PB+S1+KG in naraščanje v reaktorjih PB+S2 je bilo podobno naraščanju 
deležev SS v reaktorju PB+S2+KG. Na 63. dan so bili deleži SS enaki 1,33±0,01 % 
(reaktor PB+S1), 1,51±0,01 % (reaktor PB+S2), 1,36±0,01 % (reaktor PB+S1+KG) in 
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Slika 34: Prikaz gibanja deležev suhe snovi (SS) v procesnih brozgah reaktorjev PB+S1, PB+S2, 
PB+S1+KG in PB+S2+KG (z rdečo puščico je označen začetek dodajanja dvojnih količin sirotke). 
 
4.4.5 Kemijska potreba po kisiku (KPK) oz. posredno določanje TOC 
 
V 1. dnevu so bile vrednosti KPK v reaktorjih PB+S1, PB+S2, PB+S1+KG in 
PB+S2+KG enake 6,14±0,15 g O2/l, 6,87±0,68 g O2/l, 5,90±0,00 g O2/l in 6,69±0,05 g 
O2/l. Do 26. dneva so vrednosti KPK nihale med 3,38±0,54 g O2/l (reaktor PB+S1) in 
9,01±1,07 g O2/l (reaktor PB+S1+KG). Po 26. dnevu je opazen trend naraščanja KPK v 
vseh procesnih brozgah. Slika 35 prikazuje nihanje KPK med izvedbo procesa. Opazili 
smo dvig KPK v reaktorjih PB+S1+KG, kjer smo na 35. dan zabeležili maksimalno 
meritev med vsemi eksperimenti (17,29±3,42 g O2/l), ki je pa do 49. dneva  padel na 
8,18±0,68 g O2/l. Po 50. dnevu smo opazili sekundarno naraščanje vrednosti KPK, ki je 
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Slika 35: Gibanje kemijske potrebe po kisiku (KPK) v procesnih brozgah reaktorjev PB+S1, PB+S2, 
PB+S1+KG in PB+S2+KG (z rdečo puščico je označen začetek dodajanja dvojnih količin sirotke). 
 
4.4.6 Kratkoverižne maščobne kisline (KMK) 
 
V procesni brozgi smo določali koncentracijo petih KMK: ocetne, propanojske, 
butanojske, pentanojske in heksanojske kisline. Heksanojske kisline nismo detektirali v 
nobenem reaktorju. V reaktorju PB+S2 smo detektirali ocetno, propanojsko, butanojsko 
in pentanojsko kislino (slika 37). Vse razen propanojske kisline smo odkrili v 57. dnevu 
meritev. Ocetna kislina je bila prisotna v prvem dnevu v eni reaktorski paralelki, 
butanojska in pentanojska pa v 57. dnevu, vse v koncentraciji nižji od 0,1 g/l. V reaktorjih 
PB+S1, PB+S2 in PB+S2+KG smo detektirali propanojsko kislino (začetek in konec 
ekperimenta). Detektirane koncentracije na začetku eksperimenta so bile v vseh treh 
reaktorjih pod 0,1 g/l. Po 50. dnevu eksperimenta smo propanojsko kislino detektirali v 
57. dnevu v eni reaktorski paralelki reaktorja PB+S1 (0,2±0,29 g/l) (slika 36), v reaktorju 
PB+S2 (0,49±0,18 g/l) in PB+S2+KG. V reaktorju PB+S2+KG (slika 38) je bila 
koncentracija propanojske 0,67±0,28 g/l (dan 57) in 0,56±0,02 g/l (dan 64). V reaktorju 
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Slika 36: Prikaz meritev kratkoverižnih maščobnih kislin (KMK) v reaktorju PB+S1. Velik SD je 
posledica detekcije KMK v eni reaktorski paralelki. 
 
 
Slika 37: Prikaz meritev kratkoverižnih maščobnih kislin (KMK) v reaktorju PB+S2. Velik SD (ocetna 1. 
dan in propanojska 13. dan) je posledica detekcije v eni reaktorski paralelki. 
 
 
Slika 38: Prikaz meritev kratkoverižnih maščobnih kislin (KMK) v reaktorju PB+S2+KG. Velik SD je 
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Po opravljenih analizah smo ugotovili, da so koncentracije Pb, Ni in Cr na meji detekcije. 
Koncentracije teh elementov se v večini gibajo pod 100 mg/kg. Koncentracije Ni se 
gibljejo med 12 in 32 mg/kg, vendar je vidna podobnost med krivuljami reaktorjev PB+S1 
in PB+S2 ter PB+S1+KG in PB+S2+KG. V zadnjih dveh kombinacijah je viden trend 
padanja, saj se je koncentracija znižala za 20 mg/kg, medtem ko je koncentracija v 
reaktorjih PB+S1 in PB+S2 bolj nihala (slika 39). Koncentracija Pb je nihala med 75 in 
110 mg/kg (slika 40). V primeru Cr smo zaznali koncentracije med 65 in 145 mg/kg v 
vseh reaktorjih. Tako velik razpon je posledica nihanja koncentracij Cr v reaktorju PB+S1 
medtem, ko je v ostalih reaktorjih viden trend upadanja skozi celotno obdobje trajanja 
procesa (slika 41). Pri teh elementih nismo zaznali večjega odstopanja po 50. dnevu.  
 
 
Slika 39: Prikaz meritev niklja (Ni) v procesni brozgi vseh štirih reaktorjev. 
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Slika 41: Prikaz meritev kroma (Cr) v procesni brozgi vseh štirih reaktorjev. 
 
V podobnih koncentracijah vseh štirih procesnih brozg smo detektirali tudi prisotnost Sr 
in Zr. Koncentracije Zr so padale v prvi polovici eksperimenta (do 30. dneva). Po 30. 
dnevu se je trend padanja obrnil in koncentracije so v vseh štirih reaktorjih začele 
naraščati. Začetne koncentracije Zr so bile okrog 80 mg/kg v reaktorjih PB+S1 in PB+S2 
ter okrog 100 mg/kg v reaktorjih PB+S1+KG in PB+S2+KG. Koncentracije so se nato 
znižale za 20 mg/kg v prvih dveh reaktorjih (PB+S1 in PB+S2) in za 30 mg/kg v drugih 
dveh reaktorjih (PB+S1+KG in PB+S2+KG). Po 50. dnevu so se koncentracije Zr 
povišala (slika 42). Koncentracije Sr so na začetku bile med 104 in 112 mg/kg. Nato so 
začele padati. V reaktorjih PB+S2 in PB+S2+KG je bilo padanje enakomerno do konca 
eksperimenta, medtem ko so v reaktorjih PB+S1 in PB+S1+KG koncentracije Sr po 
začetnem upadu skoraj dosegle začetne vrednosti (slika 43).  
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Slika 43: Prikaz meritev stroncija (Sr) v procesni brozgi vseh štirih reaktorjev. 
 
V podobnem velikostnem rangu so se gibale tudi koncentracije Br, katerega začetne 
koncentracije so bile med 54 in 62 mg/kg. Za razliko od prejšnjih elementov so bile 
koncentracije Br v trendu naraščanja v vseh procesnih brozgah. Koncentracije na koncu 
so bile med 61 in 85 mg/kg. Gibanje koncentracije Br v reaktorjih PB+S2, PB+S1+KG 
in PB+S2+KG je bolj usklajeno (slika 44). Po 50. dnevu smo opazili zmanjšanje 
koncentracij v reaktorju PB+S1 (64±13 mg/kg). 
 
 
Slika 44: Prikaz meritev broma (Br) v procesnih brozgah vseh štirih reaktorjev. 
 
Koncentracije Ti, Mn, S in Cu so se gibale med 100 in 1000 mg/kg. Začetne koncentracije 
Mn so bile med 170 in 205 mg/kg v vseh reaktorjih. V reaktorjih PB+S1 in PB+S1+KG 
so se nato koncentracije znižale in se nato po 50. dnevu spet povišale. Na 64. dan so bile 
koncentracije v teh dveh reaktorjih okrog 134 mg/kg. Končne koncentracije v reaktorjih 
PB+S2 in PB+S2+KG so bile nižje (95 mg/kg) (slika 45). Koncentracije Cu v 1. dnevu 
so bile zelo podobne v vseh reaktorjih (340-360 mg/kg). V vseh procesnih brozgah so 
nato koncentracije začele padati. Padanje v reaktorjih PB+S2 in PB+S2+KG se je 
nadaljevalo do konca eksperimenta, ko so koncentracije dosegle (206-232 mg/kg). V 
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primerih prišlo do povečanja koncentracij po začetnem padcu. Tako so bile te 
koncentracije na koncu med 261 in 270 mg/kg (slika 46). Koncentracije Ti so bile pod 
1000 mg/kg. Opazili smo usklajeno gibanje krivulj koncentracij v reaktorju PB+S1 in 
PB+S2 ter PB+S1+KG in PB+S2+KG. Viden je trend padanja koncentracij Ti v vseh 
reaktorjih, čeprav je v reaktorjih PB+S1 in PB+S2 padec bolj opazen. V reaktorjih 
PB+S1+KG in PB+S2+KG smo opazili rahlo naraščanja (dan 49) koncentracij Ti, vendar 
je potem spet sledil padec. Končne koncentracije Ti so bile med 370±8 mg/kg (reaktor 
PB+S2+KG) in 600±6 mg/kg (reaktor PB+S1). Koncentracije ostalih dveh reaktorjev so 
bile med tema vrednostnima (slika 47). Koncentracije S so nihale med 540 mg/kg in 960 
mg/kg. Pri tem opazimo usklajeno gibanje koncentracij v reaktorjih PB+S1 in 
PB+S1+KG, kjer je prišlo do dviga koncentracij nekje na sredini poteka procesa. 
Koncentracije so v vseh reaktorjih nihale med 540 in 960 mg/kg, vendar je nihanje bolj 
izrazito v reaktorjih PB+S1+KG in PB+S2+KG (slika 48).  
 
 
Slika 45: Prikaz meritev koncentracij mangana (Mn) v procesnih brozgah vseh štirih reaktorjev. 
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Slika 47: Prikaz meritev koncentracij titana (Ti) v procesnih brozgah vseh štirih reaktorjev. 
 
 
Slika 48: Prikaz meritev koncentracij žvepla (S) v procesnih brozgah vseh štirih reaktorjev. 
 
Krivulje gibanja koncentracij Zn (slika 49) so identične krivuljam Cu (slika 46). Razlika 
je edino v koncentraciji Zn, ki se začne v razponu med 1880±14 mg/kg (reaktor 
PB+S2+KG) in 1985±106 mg/kg (reaktor PB+S1+KG). Koncentracije so nato do 64. 
dneva padle v primeru reaktorjev PB+S2 (1145±206mg/kg) in PB+S2+KG (1070±0 
mg/kg). V reaktorjih PB+S1 in PB+S2+KG so koncentracije padale do 30. dneva, nato 
so narasle in spet padle. Končne koncentracije v reaktorjih PB+S1 (1250±127 mg/kg) in 
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Slika 49: Prikaz meritev koncentracij cinka (Zn) v procesnih brozgah vseh štirih reaktorjev. 
 
Koncentracije Ca so bile najbolj konstantne. V reaktorjih PB+S2 in PB+S2+KG so padle 
iz začetnih 58300 mg/kg in 59150 mg/kg na 56000 mg/kg in 54200 mg/kg. V reaktorjih 
PB+S1 in PB+S1+KG so iz začetnih 59500 mg/kg in 63250 mg/kg padale do 30. dneva 
in nato narasle nazaj na 56100 mg/kg in 62600 mg/kg (slika 50). 
 
 
Slika 50: Prikaz meritev kalcija (Ca) v procesnih brozgah vseh štirih reaktorjev. 
 
P, Cl, K in Fe so se pojavili v višjih koncentracijah. P je bil na začetku v koncentracijah 
od 11450±495 mg/kg (reaktor PB+S2+KG) do 12700±707 mg/kg (reaktor PB+S1+KG). 
Koncentracije P v procesni brozgi reaktorjev PB+S1 in PB+S2 so najprej narasle na 
14650±919 mg/kg in 14950±1768 mg/kg in se nato znižale do 11000±707 mg/kg in 
10740±2348 mg/kg. V reaktorjih PB+S1+KG in PB+S2+KG je bilo naraščanje 
koncentracij fosforja manj izrazito, končne koncentracije so bile podobne tistim v 
reaktorjih PB+S1 in PB+S2 (10035±1506 mg/kg in 10500±141 mg/kg) (slika 51). 
Začetne koncentracije K so bile nižje od 10000 mg/kg v vseh reaktorjih. Nato so 
koncentracije začele naraščati. V reaktorjih z dodano KG je bilo naraščanje bolj izrazito. 
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in 38300±8627 mg/kg. V reaktorjih PB+S1+KG in PB+S2+KG so bile vrednosti višje in 
so znašale 64500±13859 mg/kg in 58500±2687 mg/kg (slika 52). Tudi pri Cl smo opazili 
višanje koncentracij v vseh reaktorjih. Začetne vrednosti so bile okrog 2000 mg/kg v vseh 
reaktorjih. Vrednosti so nato naraščale do končnih koncentracij 6885±2765 mg/kg 
(reaktor PB+S1), 11850±251 mg/kg (reaktor PB+S2), 10650±1909 mg/kg (reaktor 
PB+S1+KG) in 10650±212 mg/kg (reaktor PB+S2+KG) (slika 53). Fe je na začetku bil 
prisotno v najvišjih koncentracijah. Začetne koncentracije Fe so bile okrog 30000 mg/kg 
v vseh reaktorjih. Koncentracije so se tekom procesa znižale pod 20000 mg/kg v vseh 
reaktorjih. Največji padec je bil zabeležen v reaktorjih PB+S2 in PB+S2+KG (za 16000 
mg/kg). V reaktorjih PB+S1 in PB+S1+KG je bil padec nižji (za 14000 mg/kg) (slika 54).  
 
 
Slika 51: Prikaz meritev koncentracij fosforja (P) v procesnih brozgah vseh štirih reaktorjev. 
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Slika 53: Prikaz meritev koncentracij klora (Cl) v procesnih brozgah vseh štirih reaktorjev. 
 
 
Slika 54: Prikaz meritev koncentracij železa (Fe) v procesnih brozgah vseh štirih reaktorjev. 
 
4. 5 MULTIVARIATNA STATISTIČNA ANALIZA 
 
Slika 55 prikazuje ordinacijo NM-MDS fizikalno-kemijskih parametrov v vseh štirih 
procesnih brozgah v 1., 4., 7. in 10. tednu izvajanja meritev. Površina likov, ki prikazujejo 
meritve fizikalno-kemijskih parametrov je zelo velika v primeru, kjer smo dodajali višje 
koncentracije sirotke (reaktor PB+S2 (rdeč) in PB+S2+KG (zelen)). To kaže na veliko 
razpršitev meritev v teh dveh sistemih. Ordinacija fizikalno-kemijskih parametrov v 
procesni brozgi z manjšo koncentracijo sirotke kaže na manjšo razpršenost teh meritev. 
Najmanjša razpršenost je bila zaznana v reaktorju PB+S1+KG (moder). V reaktorjih z 
dodano kravjo gnojevko je razpršenost meritev manjša kot v reaktorjih z višjo 
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Slika 55: Ordinacija fizikalno-kemijskih parametrov v procesnih brozgah reaktorjev PB+S1 (črna), 
PB+S2 (rdeča), PB+S1+KG (modra) in PB+S2+KG (zelena) z metodo NM-MDS. Uporabljen je bil 
Eucklidijev indeks. NV: 0,1071; R2: 0,9105 (os x), 0,372 (os y). 
 
Slika 56 nam prikazuje ordinacijo NM-MDS fizikalno-kemijskih parametrov v 1., 4., 7. 
in 10. tednu glede na tedenski metanski donos v teh 4-ih tednih. Zelene črte predstavljajo 
faktorje, ki so pravzaprav posamezni parametri vključeni v analizo. Dolžina črte kaže na 
vpliv posameznega faktorja. Iz slike je razvidno, da praktično vsa nihanja rezultatov 
merjenih parametrov vplivajo na metanski donos. Metanski donos je odvisen od količine 
dodane sirotke, saj se lika PB+S1(črna) in PB+S1+KG (modra) ter PB+S2 (rdeča) in 
PB+S2+KG (zelena) v določeni meri prekrivata. Izmed izmerjenih parametrov lahko 
povzamemo, da imajo skoraj vsi merjeni parametri signifikanten vpliv na anaerobno 
razgradnjo. Če k analizi fizikalno-kemijskih parametrov dodamo še faktorje 
eksperimentalnih parametrov (organska obremenitev), vidimo, da k organski obremenitvi 
najbolj prispeva sirotka (slika 57). Ordinacija faktorjev NH4
+-N in ALK je pomembna, 
saj analiza NM-MDS kaže na njuno korelacijo. Ordinacija faktorja KPK kaže v smeri 
večje obremenitve s sirotko. Organska obremenitev s KG ima manjši vpliv. Analiza NM-
MDS nam kaže tudi na višji vpliv vsebnosti mikroelementov kot pa univariatne analize, 
saj na spodnjih slikah vidimo močno korelacijo med nastalim metanom in vsebnostjo 
mikroelementov, saj so zelene črte, ki prikazujejo faktorje mikroelementov med daljšimi. 
Faktorji povišanih kislin kažejo v smeri višjih koncentracij sirotke. Slika 57 nam kaže 
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Slika 56: Ordinacija fizikalno-kemijskih parametrov glede na volumen nastalega metana v 1., 4., 7. in 10. 
tednu ter z upoštevanjem organske obremenitve s sirotko. V analizo so bili vključeni vsi fizikalno-
kemijski parametri, ki so predstavljeni v univariatnih analizah v poglavju 4.4. Za posamezne KMK so bile 
uporabljene kratice glede na število ogljikovih atomov (C2:0 – etanojska, C3:0 – propanojska, C4:0 – 
butanojska, C5:0 – pentanojska). EP-električna prevodnost.  Uporabljeni Eucklidijev indeks. NV: 
0,09545, R2: 0,6524 (os x); 0,1686 (os y). Legenda: PB+S1 (črna), PB+S2 (rdeča), PB+S1+KG (modra), 
PB+S2+KG (zelena). 
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Slika 57: Ordinacija fizikalno-kemijskih in eksperimentalnih parametrov glede na volumen nastalega 
metana v 1., 4., 7. in 10. tednu ter z upoštevanjem organske obremenitve s sirotko. V analizo so bili 
vključeni vsi fizikalno-kemijski parametri, ki so predstavljeni v univariatnih analizah v poglavju 4.4. Za 
posamezne KMK so bile uporabljene kratice glede na število ogljikovih atomov (C2:0 – etanojska, C3:0 – 
propanojska, C4:0 – butanojska, C5:0 – pentanojska). EP-električna prevodnost. Uporabljeni Eucklidijev 
indeks. V analizo so vključeni podatki o organskih obremenitvah.  NV: 0,09563, R2: 0,6523 (os x); 
0,1687 (os y). Legenda: PB+S1 (črna), PB+S2 (rdeča), PB+S1+KG (modra), PB+S2+KG (zelena). 
 
Priloge L do O prikazujejo ordinacije NM-MDS fizikalno-kemijskih parametrov v 
posameznem reaktorju glede na metanski izplen. V reaktorjih PB+S2 in PB+S2+KG 
vidimo večji pomen faktorjev posameznih maščobnih kislin (Priloga N in O). V reaktorjih 
PB+S1+KG in PB+S2+KG vidimo povišane faktorje ALK. Ostali parametri ne odstopajo 
posebej glede na volumen nastalega metana v posamezni procesni brozgi. Vsebnost Ca 
in električna prevodnost imata manjši vpliv na metanski donos. Večji vpliv na volumen 
nastalega metana imajo NH4
+-N, Fe in ALK. Ostali faktorji imajo srednji vpliv na 
nastanek metana znotraj posameznih procesnih brozg. Pri vseh ordinacijskih analizah 
izpostavljamo pomembnost obremenitve procesa s sirotko.  
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Slika 58 prikazuje ordinacijo NM-MDS fizikalno-kemijskih parametrov glede na 
tedenski metanski izplen v 10-ih tednih glede na obremenitev s sirotko, vendar brez 
vključenih analiz o vsebnosti mikroelementov. Iz analize lahko razberemo, da imajo na 
metanski izplen vpliv vsi merjeni parametri razen pH in ocetna kislina. Ki kažeta manjši 
vpliv. Vse analize NM-MDS kažejo na vpliv fizikalno-kemijskih parametrov na 
razpršenost metanskega donosa.  
 
 
Slika 58: Ordinacija fizikalno-kemijskih parametrov glede na volumen nastalega metana v 10-ih tednih in 
glede na obremenitev s sirotko. V analizo so bili vključeni vsi fizikalno-kemijski parametri, ki so 
predstavljeni v univariatnih analizah v poglavju 4.4. Za posamezne KMK so bile uporabljene kratice 
glede na število ogljikovih atomov (C2:0 – etanojska, C3:0 – propanojska, C4:0 – butanojska, C5:0 – 
pentanojska). EP-električna prevodnost. Uporabljeni Eucklidijev indeks. NV: 0,0925; R2: 0,4953 (os x); 
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5 RAZPRAVA  
 
Sirotko, ki smo jo v našem eksperimentu skupaj s kravjo gnojevko uporabili kot 
kosubstrat za proizvodnjo bioplina iz primarnega blata, se uvršča med kislo sirotko, saj 
je njen pH nižji od 5 (Panesar in sod., 2007) in je malenkost bolj kisla od povprečne 
vrednosti sirotk, uporabljenih v ostalih študijah, ki smo jih pregledali. Nižji pH lahko 
pripišemo večjemu deležu laktoze, vendar laktoze v naši raziskavi nismo določali. Tudi 
delež suhe snovi in prevodnost naše sirotke sta bili nižji od povprečne vrednosti sirotk, 
uporabljenih v študijah. Po drugi strani, pa je sirotka uporabljena v našem delu imela višje 
vrednosti amonijskega dušika (za približno 100 mg/l) in višje vrednosti KPK (za približno 
15000 mg O2/l) od povprečnih vrednosti, objavljenih v študijah. Prevodnost naše sirotke 
je bila nižja od prevodnosti sirotk, uporabljenih v študijah, vendar moramo pri tem 
opozoriti, da je bila električna prevodnost izmerjena le v dveh raziskavah od 29-ih.Nižja 
prevodnost kaže na manjšo vsebnost soli. Navkljub vsem odstopanjem karakteristik 
sirotke, uporabljene v našem eksperimentu, se ta še vedno uvršča med meje znotraj 
okvirov z ročaji, kar pomeni, da lastnosti naše sirotke sovpadajo z lastnostmi 
uporabljenimi v drugih študijah. Na ta način zagotavljamo, da so rezultati našega 
raziskovalnega dela primerljivi z rezultati anaerobne razgradnje sirotk, uporabljenih v 
drugih študijah.  
 
Kolegica Urška Magerl (Univerza v Ljubljani, Fakulteta za gradbeništvo in geodezijo) je 
v svojem delu, ki je del skupnega projekta, pokazala, da je sirotko možno uvajati v proces 
anaerobne razgradnje. V tem delu raziskave smo uporabili štiri različne kombinacije 
organskih obremenitev z višjimi volumni od dodane sirotke od njenih. Dve kombinaciji 
(reaktor PB+S1 in PB+S2) sta imeli dva različna volumna dodane sirotke (35 in 55 ml) 
in dva različna HRT-ja (16 in 15 dni). Ostali dve kombinaciji (PB+S1+KG in 
PB+S2+KG) sta imeli enaka volumna sirotke, vendar z dodatkom 10 ml kravje gnojevke. 
Vse kombinacije so imele enako količino primarnega blata. Pri teh dveh kombinacijah sta 
bila HRT-ja 15 in 14 dni. HRT-ji so ostajali isti, čeprav smo tekom eksperimenta sistem 
bolj obremenjevali, najprej z uporabo svežih substratov in nato še po 50. dnevu z 
dodatkom dvojnih količin sirotke. Z uporabo svežih substratov smo se skušali čimbolj 
približati realni bioplinski proizvodnji, kjer dnevno dovajajo nove substrate. Sirotka, ki 
je sezonski produkt in je za njo značilna sezonska produkcija, pa je bila ves čas ista, 
shranjena na 5 °C. 
 
V prvem tednu smo zaznali najvišje vrednosti dnevne produkcije metana, kar lahko 
pripišemo temu, da v našem eksperimentu nismo opravili aklimatizacije inokuluma in 
smo takoj v sveže pripeljani inokulum dodali naše sveže substrate in zagnali test BMP. 
Enak način brez aklimatizacije so uporabili tudi Brown in sod. (2016). Čeprav smo 
najvišje vrednosti dnevne produkcije metana zaznali že v prvem tednu, pa smo že v prvem 
tednu opazili, da višja organska obremenitev s sirotko vodi k višjim produkcijam metana, 
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saj je v reaktorju PB+S2 zabeležena višja metanska produkcija kot v reaktorju PB+S1. 
Višji metanski donos je lahko posledica dodajanja večjega deleža laktoze, ki je prisotna 
v sirotki. Dodatek KG metansko produkcijo še izboljša. Od drugega tedna naprej so se 
metanske produkcije znižale, vendar se je sistem stabiliziral do te mere, da smo do 50. 
dne zabeležili primerljive rezultate za vsak reaktor posebej, ki so se ponavljali iz tedna v 
teden. Stabilnost sistema se kaže tudi v tem, da ni prišlo do inhibicije procesov, čeprav 
med vikendi nismo dodajali svežega substrata. Takoj na začetku tedna, ko smo dodali 
sveži substrat, se je metanska produkcija že naslednji dan dvignila na nivo prejšnjega 
tedna. Skozi celotno obdobje do 50. dne smo beležili višjo produkcijo metana v reaktorjih 
z višjo količino sirotke (reaktor PB+S2 in PB+S2+KG). Tako je bila povprečna dnevna 
produkcija metana v reaktorju PB+S2 višja za 165,08 ml CH4/dan od reaktorja PB+S1. 
To kaže na to, da dodatna organska obremenitev s sirotko (1,6 g KPK/l več) izboljša 
metansko produkcijo za 165 ml CH4/dan, kar kaže na lahko razgradljivost organsko 
močno obremenjene sirotke. Podobne vrednosti so bile zabeležene tudi v reaktorju 
PB+S2+KG v primerjavi z reaktorjem PB+S1+KG (155 ml CH4/dan več). Z dodatkom 
kravje gnojevke v reaktorja PB+S1+KG in PB+S2+KG smo sistem še bolj organsko 
obremenili, povišanje metanske produkcije pa je bilo manj izrazito. Tako se je povprečna 
metanska produkcija v reaktorju PB+S1+KG povišala za 80 ml CH4/dan v primerjavi z 
reaktorjem PB+S1 in metanska produkcija v reaktorju PB+S2+KG se je povišala v 
primerjavi z reaktorjem PB+S2 (za 70 ml CH4/dan). To je tudi metanski izplen dodajanja 
kravje gnojevke v sistem korazgradnje. Zaradi različnih organskih obremenitev nas je 
zanimalo, kakšen je metanski izplen na g dodanega KPK. Tako smo prišli do ugotovitev, 
da je ob močnejši organski obremenitvi, kjer smo dodali enako količino kravje gnojevke 
(reaktor PB+S1+KG in PB+S2+KG), metanski izplen na g dodanega KPK večji od 
metanskega izplena, kjer kravje gnojevke nismo dodajali. Dodatek 1,6 g KPK/l sirotke 
več v sistem PB+S2 ali v sistem PB+S2+KG je povečal metanski izplen za 14,10 ml 
CH4/dan/g KPK ali 10,24 ml CH4/dan/g KPK. Iz teh rezultatov in stabilnosti sistema 
lahko sklepamo, da dodatek sirotke in kravje gnojevke izboljša produkcijo metana, čeprav 
gre za višje organske obremenitve v procesni brozgi. Dodatek kravje gnojevke bistveno 
ne izboljša metanskega izplena kljub višji organski obremenitvi. Metanski izplen na g 
dodanega KPK je boljši pokazatelj stabilnosti. V tem primeru vidimo, da je sistem ostal 
stabilen, čeprav smo vse 4 sisteme dodatno obremenili najprej z novo šaržo gnojevke po 
20. dnevu (0,3 g KPK/l več). Po 47. dnevu smo v sistem uvedli še novo šaržo svežega 
primarnega blata, ki je sistem organsko manj obremenila (za 1,2 g KPK/l). Navkljub 
uvajanju novih šarž svežih substratov, lahko trdimo, da je sistem ostal stabilen v prvih 
50. dneh izvajanja testa BMP. Obstaja možnost, da je k stabilnosti sistema pripomogel 
tudi premor med vikendi, ko svežega substrata nismo dodajali. Čeprav Brown in sod. 
(2016) opozarjajo na možnost inhibicije procesa v primeru, ko primarnemu blatu ne 
dodamo kravje gnojevke, v našem primeru ni prišlo do inhibicije. Res pa je, da je 
produkcija metana bila v teh primerih nižja. Že manjši dodatek kravje gnojevke izboljša 
metansko produkcijo. Tudi Brown in sod. (2016) so dokazali, da ni potrebe po daljši 
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aklimatizaciji in privajanju sistema na anaerobno razgradnjo sirotke. Dokazali so, da je 
za korazgradnjo primarnega blata, sirotke in kravje gnojevke najboljše razmerje 
100:70:10. V našem primeru je bilo razmerje 70:55:10 v reaktorju PB+S2+KG in je 
sistem bil stabilen skozi celotno 50-dnevno obdobje izvajanja eksperimenta. V prvih 50 
dnevih izvajanja poskusa smo opazili, da smo s konstantnim dodajanjem 20 ml več sirotke 
v proces, izboljšali produkcijo metana za 8254 ml (PB+S2) oz. 7726 ml (PB+S2+KG). 
Skupni volumen pridobljenega metana nam kaže, da s konstantnim dodajanjem kravje 
gnojevke (10 ml) v sistem skozi obdobje 50 dni povečamo celokupen izplen metana za 
4007 ml (PB+S1+KG) in 3480 ml (PB+S2+KG).  
 
Fizikalno-kemijski parametri, ki smo jih merili tekom našega eksperimenta korelirajo z 
dodajanjem substratov, ki smo jih uporabljali. pH procesne brozge v reaktorjih, kjer je 
bila dodana le sirotka, je bil nižji od pH, kjer smo dodali še kravjo gnojevko. pH procesnih 
brozg v reaktorjih PB+S1 in PB+S2 je bil tako v okviru vrednosti, pri katerih je 
učinkovitost metanogeneze najvišja in nismo opazili večjih nihanj vrednosti pH (6,8-7,4 
(Mao in sod., 2015)). Izrazitejše nihanje smo opazili v prvih 25 dneh, ko je bil sistem v 
fazi stabilizacije. Takrat je bilo nihanje bolj izrazito v reaktorjih brez kravje gnojevke. pH 
v procesnih brozgah reaktorjev z dodano KG je bil višji od mejnih vrednosti, saj se je 
gibal med 7,41 in 7,52. Navkljub višjim vrednostnim pH, je metanogeneza v teh reaktorjih 
bila bolj intenzivna, kar se kaže na višjih metanskih izplenih. K višjim vrednostnim pH 
močno prispeva kravja gnojevka s svojo alkaliteto. Zaradi visokih vrednosti ALK, ki so 
bile v reaktorjih z dodano KG višje od reaktorjev brez KG in pri podobnem padanju 
vrednosti KMK v vseh štirih kombinacijah, je sistem z dodano kravjo gnojevko bolj 
stabilen, saj s pomočjo višje alkalitete močneje prispeva k puferski kapaciteti procesne 
brozge, kar vodi v boljše izplene metana. Zaradi visokih vrednosti alkalitete in podobnih 
vrednosti KMK, je razmerje teh dveh parametrov nižje od 0,5 v procesnih brozgah z 
dodano KG. V procesnih brozgah brez KG je to razmerje višje od 0,5, kar lahko kaže na 
določeno nestabilnost sistema (Mézes in sod., 2011), ki se odraža lahko v nižjih izplenih 
metana in ne nujno v inhibiciji anaerobne razgradnje. Vsekakor nam pa vrednosti KMK 
nakazujejo, da je sirotka glavni vir kratkoverižnih maščobnih kislin, saj so vrednosti 
KMK na prvi dan za 700 mg CH3COOH /l višje kot v sistemih s kravjo gnojevko. Pri tem 
odigra vlogo tudi amonijski puferski sistem, ki zvišuje pH v obliki hidroksilnih ionov 
(Deublein in Steinhauser, 2008). Že v osnovi smo z dodatkom kravje gnojevke povišali 
koncentracijo amonijskega dušika v procesni brozgi, saj ima kravja gnojevka za 21-krat 
višjo vsebnost amonijskega dušika kot sirotka, zato so bile vrednosti amonijskega dušika 
v procesnih brozgah z dodano kravjo gnojevko višje od procesnih brozg brez kravje 
gnojevke. V nobenem primeru vrednosti amonijskega dušika niso presegle koncentracije 
1500 mg/l, ki je inhibitorna za procese anaerobne razgradnje (Deublein in Steinhauser, 
2008). Zaradi boljše puferske kapacitete v sistemih s kravjo gnojevko in boljšo 
učinkovitostjo amonijskega puferskega sistema, sta sistema s kravjo gnojevko dosegala 
boljše izplene metana kot sistema brez kravje gnojevke, saj je tam bila puferska kapaciteta 
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sistema nižja (Shilton in sod., 2013). Čeprav sta bila puferska kapaciteta in amonijski 
puferski sistem v primeru procesnih brozg brez kravje gnojevke nižja in slabše 
učinkovita, smo še vedno opazili stabilnost delovanja sistema, ki je imel sicer manjše 
metanske izplene kot kombinacije s kravjo gnojevko, vendar vseeno ni prišlo do inhibicije 
procesa anaerobne razgradnje. Na pH vpliva predvsem vsebnost KMK. V prvih 50 dneh 
smo v procesnih brozgah brez kravje gnojevke zaznali večjo količino KMK kot v 
reaktorjih s prisotno kravjo gnojevko. V reaktorjih PB+S1 in PB+S2 smo tako v prvih 
dveh tednih zaznali prisotnost ocetne in propanojske kisline. Ocetna kislina je bila 
prisotna v reaktorju z višjo koncentracijo sirotke v koncentracijah nižjih od 0,1 g/l, kar je 
10 krat manj od inhibitornih koncentracij. Propanojska kislina je bila prisotna v podobnih 
koncentracijah, ki so pod nivojem toksične koncentracije propanojske kisline (Deublein 
in Steinhauser). Wang in sod. (2009) poročajo, da so inhibitorne koncentracije za 
propanojsko kislino 900 mg/l in da je maksimalni metanski izplen dosežen pri 300 mg/l 
propanojske kisline, kar nakazuje na to, da v našem primeru ta prag še ni bil dosežen in 
bi lahko potencialno sistem še bolj obremenili. To je lahko tudi razlog za nižje metanske 
izplene, čeprav v prvih dveh tednih tega ne moremo dokazati, saj so bili metanski izpleni 
takrat med višjimi. V reaktorjih z dodano kravjo gnojevko smo zaznali propanojsko 
kislino le v reaktorju PB+S2+KG, ki je imel višjo koncentracijo sirotke. Iz tega lahko 
sklepamo, da je sirotka glavni vir kratkoverižnih maščobnih kislin, ki so nujne za 
metanogenezo. Do 50. dneva nismo zaznali prisotnosti ostalih KMK, kar še dodatno 
potrjuje stabilnost procesa. Iz zgoraj opisanih rezultatov lahko sklepamo, da je sirotka 
glavni vir lahko razgradljivih snovi, medtem ko je kravja gnojevka glavni regulator 
puferske kapacitete sistema in delujeta en z drugim koherentno (Rico in sod., 2015a). V 
vseh štirih kombinacijah smo zaznali padajoče vrednosti suhe snovi, kar pripisujemo 
konstantnemu razredčevanju procesne brozge z dodatkom vode. Vse štiri kombinacije so 
imele zelo nizke deleže suhe snovi, kar je tudi pričakovano zaradi tekočih substratov. 
Glede na to, da so bili deleži suhe snovi nižji od 2 % tekom celotnega eksperimenta, lahko 
trdimo, da delež suhe snovi ni vplival na anaerobno razgradnjo, saj se za preprečitev 
inhibicije anaerobne razgradnje pričakujejo deleži nižji od 30 % (Deublein in Steinhauser, 
2008). V procesni brozgi smo opazovali tudi gibanje KPK, ki je pokazatelj organske 
obremenitve celotnega procesa in hkrati vsebnosti celokupnega organskega ogljika 
(TOC) v procesni brozgi. Pri tem smo opazili rahlo naraščanje vrednosti KPK. Naraščanje 
se je začelo nekje po 27. dnevu in je bolj izrazito v reaktorjih z dodano KG, kar lahko 
pripišemo temu, da smo začeli dodajati novo šaržo kravje gnojevke in je zato bila v teh 
reaktorjih obremenitev za 0,3 g KPK/l višja kot pred 27. dnevom. V primeru reaktorja 
PB+S1+KG smo zaznali močno povišanje vrednosti KPK, ki je nato padlo. V reaktorju 
PB+S2+KG takšnega povečanja nismo zaznali, kar je lahko posledica tega, da je ta sistem 
že bil bolj organsko obremenjen in se povečanje OLR za 0,3 g KPK/l ni tako močno 
odrazilo kot v manj obremenjenem sistemu. Višje vrednosti (PB+S1+KG) so lahko tudi 
posledica prisotnosti večjega delčka med izvajanjem meritev. Vrednosti v vseh reaktorjih 
so bile nižje od 20 g O2/l. Čeprav smo povišali vrednosti organske obremenitve z novo 
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šaržo gnojevke in ohranili iste hidravlične zadrževalne čase, pa se to ni odražalo v višjem 
dnevnem metanskem izplenu, ampak je bil ta enak znotraj posameznih kombinacij 
procesnih brozg. Opazili smo manjše povišanje vrednosti KPK v primerih, kjer kravja 
gnojevka ni bila dodana. Iz tega vidika lahko še dodatno potrdimo, da je kravja gnojevka 
težje razgradljiva, zaradi česar je prišlo do bolj intenzivnega višanja vrednosti KPK v 
procesnih brozgah z dodano kravjo gnojevko, saj celokupni organski ogljik (TOC), ki ga 
posredno določamo s KPK ni bil v celoti razgrajen. Vsekakor je bilo zaradi slabše 
razgradljivosti kravje gnojevke manj izrazito povečanje izplena metana na g dodanega 
KPK. Podobno situacijo so imeli tudi Powell in sod. (2013), ki so prav tako uporabili 
različne šarže primarnega blata in so zaradi tega vrednosti KPK nihale. 
 
Zaradi stabilnosti v procesu, ki se je ponavljala iz tedna v teden, nas je zanimalo, kakšen 
bo odziv celotnega sistema na enkratno povečanje obremenitve sistema s sirotko. Zaradi 
tega smo se odločili, da enkrat povečamo količino dodane sirotke in hkrati zmanjšamo 
količino vode z namenom ohranjanja enakih HRT-jev. Tako smo začeli z dodajanjem 
dvojnih količin sirotke v vse procesne brozge in na ta način sisteme močno organsko 
obremenili, saj je bila sirotka organsko najbolj obremenjen substrat v našem 
eksperimentu. Sistem se je pozitivno odzval v enem dnevu, saj je prišlo do takojšnjega 
povečanja dnevnega izplena metana. Tako smo na 51. dan v reaktorjih PB+S1 in 
PB+S1+KG beležili za 172 ml CH4/dan  in 222 ml CH4/dan več metana pri organski 
obremenitvi s sirotko 5,6 g KPK/l (prej 2,8 g KPK/l). Pri višji količini dodane sirotke pa 
smo naslednji dan beležili za 229 ml CH4/dan (reaktor PB+S2) in 306 ml CH4/dan 
(reaktor PB+S2+KG) več metana pri organski obremenitvi 8,8 g KPK/l (prej 4,4 g 
KPK/l). Povprečna vrednost metanskega izplena tako obremenjenih reaktorjev je bila za 
približno enkrat višja od povprečne vrednosti metanskega izplena pred 50. dnevom. 
Dodatek kravje gnojevke v tak proces je povečal metanski izplen za 72 ml CH4/dan 
(reaktor PB+S1+KG v primerjavi z reaktorjem PB+S1) in za 52 ml CH4/dan (reaktor 
PB+S2+KG v primerjavi z reaktorjem PB+S2). Zaradi višjih organskih obremenitev se 
je povečala razlika v metanskem izplenu reaktorjev z enako količino sirotke (PB+S1, 
PB+S1+KG in PB+S2, PB+S2+KG). Dodatek kravje gnojevke v procesne brozge 
PB+S1+KG in PB+S2+KG je povečal povprečno vrednost metanskega izplena za 71,54 
ml CH4/dan in 51,51 ml CH4/dan v primerjavi s procesnimi brozgami brez KG. Zaradi 
večjih organskih obremenitev je bil izplen metana na g dodanega KPK najvišji v 
reaktorjih, ki imajo najvišjo organsko obremenitev. Tako smo najvišji izplen metana 
beležili v reaktorju PB+S2 (11,2 g KPK/l) in reaktorju PB+S2+KG (11,9 g KPK/l), kjer 
sta bila izplena večja od 65 ml CH4/dan/g KPK. Tudi po povišanju organskih obremenitev 
s sirotko, smo v zadnjih 2,5 tednih dosegali stabilnost, ki se je kazala z višjo produkcijo 
metana in ni vodila v ustavitev procesa anaerobne razgradnje. Dodajanje dvojnih količin 
sirotke se je močno odrazilo v povečanju skupnih volumnov nastalega metana, saj smo s 
konstantnim dodajanjem dvojnih količin sirotke za polovico povečali končni volumen 
nastalega metana glede na prvih 50 dni. Po 50. dnevu je proces potekal naprej še 18 dni. 
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V tem času se je metanska produkcija povečala za med 4784 ml CH4 (PB+S1) in 11466 
ml CH4 (PB+S2+KG). Glede na povečanje skupnih volumnov pridobljenega metana po 
50. dnevu lahko s temi podatki še dodatno potrdimo, da k metanskemu izplenu bistveno 
prispeva sirotka, kar potrjujejo tudi linearne regresije, saj so koeficienti teh krivulj 
povečani. Razmerje med primarnim blatom, sirotko in kravjo gnojevko je bilo 70:110:10 
v primeru reaktorja PB+S2+KG, kar pomeni, da je dodatek kravje gnojevke v bolj 
obremenjenem sistemu dovoljšen za stabilno produkcijo metana, kar so potrdili tudi 
Brown in sod. (2016). Ker je trajanje tega dela eksperimenta bilo krajše v primerjavi s 
prvim delom, ne moremo z gotovostjo trditi, da bi sistem ostal stabilen nadaljnjih 50 dni. 
 
Po dodatku dvojnih količin sirotke je takoj sledil upad v pH-ju, ki je bil najhujši v primerih 
z višjo koncentracijo sirotke. Takšen upad v pH po 50-ih dneh delovanja, ki je še v mejah 
normalnega delovanja (6,8-7,4 (Mao in sod., 2015)), je stresen za mikroorganizme v 
procesni brozgi in bi pričakovali določen čas za prilagajanje metanogenih arhej, vendar 
se to kljub znižanju pH ni odrazilo v metanski proizvodnji. Odgovor na to lahko spet 
poiščemo na področju alkalitete, saj so se razmere v parametru ALK povišale tako v 
procesnih brozgah s kravjo gnojevko kot tudi brez nje. Iz tega lahko sklepamo, da k dvigu 
alkalitete prispeva tudi sama sirotka, čeprav v manjšem deležu kot kravja gnojevka. 
Zaradi večje količine sirotke je istočasno prišlo do višanja vrednosti KMK, saj ima sirotka 
bistveno višje vsebnosti kratkoverižnih maščobnih kislin. Zaradi višanja obeh vrednosti, 
se je istočasno v vseh primerih povišalo tudi razmerje med tema parametroma. V vseh 
reaktorjih, razen reaktorjev PB+S1+KG, je razmerje KMK/ALK preseglo vrednost 0,5, 
kar kaže na organsko preobremenjenost sistema in opozarja na možnost pojava 
nestabilnosti, kar pa mi z metanskimi izpleni ne moremo potrditi, saj so bili ti boljši in 
sistem je bil še naprej stabilen (Mézes in sod., 2011). Razmerje v procesnih brozgah z 
dodano kravjo gnojevko je bilo še vedno nižje od reaktorjev brez kravje gnojevke zaradi 
višje alkalitete. Z analizo amonijskega dušika po 50. dnevu nismo odkrili bistvenih 
sprememb. Zaradi nižjih vrednosti amonijskega dušika bi v tem primeru lahko prišlo do 
poslabšanega delovanja amonijskega puferskega sistema (Deublein in Steinhauser, 
2008). Vrednosti so bile višje v reaktorjih z dodano kravjo gnojevko, vendar se je upad 
teh vrednosti nadaljeval še naprej. Konstantno nižanje amonijskega dušika lahko 
pripišemo konstantnemu razredčevanju. Zaradi povišanega dodajanja sirotke se je zvišal 
delež suhe snovi, vendar ni dosegel začetnih vrednosti. Do povišanja je prišlo zaradi 
osnovnih karakteristik naših substratov, saj ima sirotka najvišji delež suhe snovi. 
Istočasno smo zaradi ohranjanja enakih HRT-jev zmanjšali količino vode, kar je vodilo v 
manjše razredčevanje procesne brozge in istočasno v povišanje deležev suhe snovi. 
Zaradi večjih organskih obremenitev je avtomatsko prišlo do višjih vrednosti KPK v 
procesni brozgi. Pri tem bi bilo mogoče učinkovito povečati HRT, da bi lahko zmanjšali 
organsko obremenitev procesne brozge in bi se zmanjšala akumulacija KMK (Dareioti in 
Kornaros, 2015). Ob povečanih organskih obremenitvah procesnih brozg, smo v vzorcih 
po 50. dnevu zaznali višje vrednosti KMK. Tako smo v reaktorjih PB+S1, PB+S2 in 
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PB+S2+KG zaznali povišane vrednosti propanojske kisline, ki je v reaktorjih z večjo 
količino sirotke (PB+S2 in PB+S2+KG) dosegla dovoljene koncentracije in so se 
približale vrednostnim, ki jih kot inhibitorne omenjajo Wang in sod. (2009) ter Deublein 
in Steinhauser (2008). Zaradi povišanih koncentracij propanojske kisline, bi pričakovali 
manjše donose metana v procesu anaerobne razgradnje, saj je bila presežena 
koncentracija propanojske kisline (300 mg/l), ki jo Wang in sod. (2009) omenjajo kot 
najbolj idealno za maksimalne metanske donose, vendar tega mi v našem procesu nismo 
zaznali. V reaktorju PB+S2 smo zaznali še prisotnost butanojske in pentanojske kisline, 
kar kaže na preveliko organsko obremenitev v procesni brozgi, saj acetogeneza ni 
potekala dovolj hitro (Deublein in Steinhauser, 2008). V reaktorju PB+S1+KG nismo 
detektirali prisotnosti KMK po povečanju dodajanja sirotke. Odsotnost KMK korelira z 
najmanjšim padcem pH v tem reaktorju v primerjavi z ostalimi reaktorskimi variantami. 
Zaradi povišanja KMK v ostalih reaktorjih ne moremo z gotovostjo trditi, da bi se 
stabilnost metanske razgradnje ohranjala naslednjih 50 dni izvajanja eksperimenta. 
Vsekakor pa iz navedenih opažanj sklepamo, da bi se stabilnost najdlje ohranjala v 
reaktorju PB+S1+KG, kjer je bilo volumsko razmerje primarnega blata, sirotke in kravje 
gnojevke enako 70:70:10. V tem sistemu ni prišlo do padca pH, razmerje KMK/ALK je 
bilo ves čas pod 0,5 in nismo detektirali prisotnosti posameznih KMK. 
 
Opravili smo tudi raziskavo vsebnosti mikroelementov. Pri tem smo opazili znižanje 
vsebnosti Ni, Cr, Mn, Ti, Zn, Cu in Fe. Zaznali smo višanje koncentracij Cl, K, S, Br in 
Zr. Zadnji je začel naraščati po 50. dnevu, ko smo dodali dvojne količine sirotke. Pb, Sr, 
P in Ca so se pojavljali v podobnih koncentracijah skozi celotno obdobje izvajanja 
eksperimenta. V primerih Ni, Pb in P so procesne brozge s sirotko in brez kravje gnojevke 
imele višje vsebnosti elementov kot procesne brozge s kravjo gnojevko. Vsebnost K in S 
je  primer, kjer je bila koncentracija le teh višja v procesnih brozgah z dodano kravjo 
gnojevko. V primeru Br so koncentracije naraščale neodvisno od substrata. Zr, Sr, Mn, 
Cu, Ti in Zn so bili prisotni v višjih koncentracijah v reaktorjih z nižjim deležem sirotke 
in neodvisno od kravje gnojevke. Koncentracije Mn so primerljive s koncentracijami, ki 
so jih Pobeheim in sod. (2010) opazili v realni bioplinski proizvodnji. Koncentracije S in 
P so bile v našem primeru nižje. Koncentracije Cr, Ca, K, Fe, Ni, Cu in Zn so bile v našem 
primeru višje kot v omenjeni študiji. Čeprav nekih korelacij med višanjem in nižanjem 
koncentracij mikroelementov z metanskim izplenom nismo zaznali, bi lahko ti elementi 
vplivali k stabilnosti celotnega sistema. Eden izmed možnih načinov delovanja 
mikroelementov je izničujoč toksičen učinek kot so Burgess in sod. (1999) ugotovili v 
primeru Zn in Cu. Tudi v našem primeru je gibanje vsebnosti teh dveh elementov 
popolnoma enako (različne so edino koncentracije). Zagotovo so substrati vir teh 
elementov, ki pa s svojo prisotnostjo vplivajo na nastanek soli, na encimsko aktivnost in 
na dostopnost teh elementov v celicah. Čeprav je električna prevodnost do 50. dne 
eksperimenta upadala, je zaznati višje vrednosti električne prevodnosti v procesnih 
brozgah z dodano kravjo gnojevko. Po dodatku dvojnih količin sirotke, se je prevodnost 
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stabilizirala v vseh štirih kombinacijah, vendar je bila v procesnih brozgah z dodano 
kravjo gnojevko še vedno višja od tistih brez kravje gnojevke. Ogata in sod. (2016) so 
ugotovili, da prevodnost pod 35 mS/cm ne vpliva na metanogenezo. V našem primeru so 
bile vrednosti prevodnosti pod 5 mS/cm. Ker je bila prevodnost uporabljene kravje 
gnojevke višja v primerjavi s sirotko, je to zvišalo prevodnost v procesnih brozgah z 
dodano kravjo gnojevko. Prevodnost je lahko posredno pokazatelj nastanka soli z 
nekaterimi mikroelementi, ki smo jih določali v našem eksperimentu. Naraščajoče 
koncentracije Cl, bi lahko vodile v tvorbo soli (npr. amonijevih soli), kar bi povišalo 
prevodnost, vendar tega v našem primeru glede na nizke prevodnosti ne moremo trditi. 
Ta ugotovitev tudi korelira s padanjem koncentracije amonijskega dušika, kar je 
zmanjšalo verjetnost nastanka amonijevih soli. Zadovoljive so tudi podobne 
koncentracije Ca v procesnih brozgah, saj je Ca pomemben za permeabilnost bakterijskih 
celic, ki so lahko navkljub majhnim koncentracijam nekaterih elementov (Ni), ki so bili 
na meji detekcije, lahko še vedno opravljali svojo vlogo, saj permeabilnost membran 
zaradi konstantnih koncentracij Ca ni bila poslabšana. Ne moremo z gotovostjo trditi, da 
so mikroelementi, ki smo jih določili v našem delu, bili biološko dostopni (Schattauer in 
sod., 2011; Burgess in sod., 1999). Stabilnost, ki je bila dosežena v našem testu BMP, je 
lahko posledica visokih koncentracij Fe o čemer poročata tudi Zhang in Jahng (2012). 
 
Med analizo vsebnosti mikroelementov smo opazili močno padanje koncentracij Fe, Zn, 
Mn in Cu. Zaradi padanja koncentracij teh elementov, smo s pomočjo linearnih regresij 
okvirno napovedali, kdaj bi lahko koncentracije teh elementov dosegle kritične 
koncentracije, pri katerih metanogene arheje zaradi pomanjkanja teh elementov ne bi 
mogle funkcionirati, kar bi se potencialno lahko odrazilo na slabšem metanskem izplenu. 
Napovedne linearne regresije so v prilogah od H do K. Padanje koncentracij je povezano 
s stalnim izplavljanjem teh elementov iz procesne brozge. Linearne regresije nam 
nakazujejo, da so kritične vrednosti najprej dosežene v reaktorjih PB+S2+KG ali PB+S2. 
V teh reaktorjih so dnevno dodani tudi najvišji volumni, zaradi česar je izplavljanje višje. 
Glede na potrebe metanogenih arhej lahko pričakujemo, da bodo kritične vrednosti v teh 
reaktorjih dosežene okrog 90. dne za Cu (160 mg/kg), okrog 100. dne za Zn (630 mg/kg) 
in Mn (25 mg/kg) ter okrog 110. dne za Fe (2800 mg/kg) (Takashima in sod., 1990; 
Schrerer in sod., 1983). V reaktorjih z nižjimi koncentracijami sirotke, bi bile kritične 
vrednosti dosežen približno 50 dni kasneje. Da bi preprečili potencialno zmanjšani izplen 
metana, bi morali ob teh dnevih začeti z dodajanjem teh elementov v obliki bazalnega 
medija. Na ta način bi preprečili zaustavitev procesa in podaljšali trajanje in stabilnost 
procesa anaerobne razgradnje, saj metanogene arheje ne bi prišle v območje stresa zaradi 
pomankanja hranil. Posledično bi ohranili metanske donose in vzdržnost procesa v 
daljšem časovnem obdobju (Ergüder in sod., 2001). 
 
Z analizo NM-MDS smo zaznali večjo razpršenost fizikalno-kemijskih parametrov v 
procesih z višjimi koncentracijami sirotke. To nakazuje in potrjuje dejstvo, da je sirotka 
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zahteven substrat za anaerobno razgradnjo. Z analizo NM-MDS smo potrdili, da vsi 
merjeni parametri vplivajo na metanski donos. Nekateri med njimi bolj, nekateri pa manj. 
Razumljivo je, da mnoge metode, uporabljene v tem delu, zahtevajo veliko finančnega 
vložka, vendar se pri spremljanju in analizi vseh teh parametrov to odrazi na višjih 
volumnih nastalega metana. Vsekakor je potrebno redno spremljanje parametrov kot so 
pH, KPK, ALK in KMK (titrimetrično). K hitrejšemu ukrepanju v primeru nestabilnosti 
prispeva tudi analiza vsebnosti posameznih maščobnih kislin s plinsko kromatografijo. 
Ko smo v analizo NM-MDS vključili 16 parametrov, ki predstavljajo mikroelemente, 
nam ta kaže na visoko pomembnost vsebnosti teh mikroelementov, čeprav v univariatnih 
primerjavah tega nismo najbolje zaznali. Če smo primerjali NM-MDS analizo 
mikroelementov glede na izplen metana, nam ta pokaže, da so mikroelementi kot so Fe 
in Zn lahko pomembni za uspešnost anaerobne razgradnje, kar nas vodi do zaključka, da 
bi bilo potrebno tem elementom nameniti dodatno pozornost, kar smo potrdili tudi z 
zgoraj opisanimi linearnimi regresijami. Pomembna je tudi meritev SS, saj lahko njeno 
padanje pomeni izplavljanje vseh pomembnih hranil od mikroelementov do celokupnega 
organskega ogljika (TOC), ki ga predstavljajo izmerjeni KPK-ji. Izplavljanje bi lahko 
vodilo v zmanjšano anaerobno razgradnjo, kar se na koncu kaže v manjšem metanskem 
izplenu. Iz vidika multivariatne analize priporočamo operaterjem na bioplinarnah, da v 
svoje dnevne in tedenske dejavnosti nadzora vključijo čim več parametrov, saj lahko to 
vodi k uspešni anaerobni razgradnji in že ob manjših nihanjih lahko ukrepajo v skladu s 
potrebami. Kar se tiče analize NM-MDS organskih obremenitev, smo ugotovili, da je 
najbolj pomembna obremenitev s sirotko, ki je statistično pomembna skoraj v enaki meri 
kot celokupna organska obremenitev. To še enkrat kaže, da je sirotka glavni vir enostavno 
razgradljivih snovi, ki lahko povečajo metanske izplene. 
 
Med predstavljenimi štirimi procesi so se pojavile razlike tako v metanskih izplenih kot 
v fizikalno-kemijskih parametrih kar pomeni, da lahko ovržemo ničto hipotezo (H0), ki 
smo si jo zastavili na začetku tega dela. Izrazito nihanje pH smo opazili v prvih 25-ih 
dneh, ko je bil sistem še v fazi stabilizacije. Takrat je nihanje pH v sistemih z dodano 
kravjo gnojevko bilo manjše kot pa v sistemih brez kravje gnojevke. Po 25-ih dneh se je 
nihanje pH ustalilo, je pa bil pH v reaktorjih brez kravje gnojevke nižji od procesnih brozg 
z dodano kravjo gnojevko (Ha1). Večji biometanski potencial sta imeli kombinaciji z 
dodano kravjo gnojevko zaradi dodatne puferske kapacitete, ki se je povišala zaradi 
dodatka kravje gnojevke (Ha2). Kar se tiče količine KMK, lahko ugotovimo, da je sirotka 
glavni vir KMK, saj so se ob povišanju koncentracij sirotke pojavile višje koncentracije 
propanojske kisline. Pojavili sta se tudi pentanojska in butanojska kislina (reaktor PB+S2) 
(Ha3). Reaktor PB+S1+KG je bil najbolj stabilen po enkratnem povečanju količin dodane 
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 Primarno blato, sirotka in kravja gnojevka so primerni substrati za anaerobno 
korazgradnjo. Sirotka uporabljena v naših eksperimentih se karakteristično ne 
razlikuje bistveno od sirotk uporabljenih v 29-ih raziskavah.  
 Povečanje organske obremenitve za 1,6 g KPK/l (20 ml) na račun sirotke poviša 
metansko produkcijo. 
 Dodatek kravje gnojevke (10 ml) poviša metansko proizvodnjo. 
 V 50 dneh smo dokazali stabilno metansko produkcijo. 
 Kravja gnojevka dvigne pufersko kapaciteto procesne brozge, kar dodatno 
stabilizira anaerobno razgradnjo. 
 Volumsko razmerje primarnega blata, sirotke in kravje gnojevke 70:55:10 z 
navedenimi karakteristikami se je izkazalo kot najbolj optimalno razmerje za 
korazgradnjo teh treh substratov pri hidravličnem zadrževalnem času 14 dni v 
prvih 50 dneh izvajanja eksperimenta.  
 Enkratno povečanje doziranja sirotke po 50. dnevu ni destabiliziralo sistema in 
zaznali smo povišane metanske izplene, vendar ne moremo z gotovostjo trditi, da 
bi se stabilnost ohranjala nadaljnjih 50 dni. 
 Po enkratnem povečanju volumna dozirane sirotke smo zaznali povišane metanske 
izplene. V obdobju dveh tednov smo zabeležili tretjinsko povečanje skupnih 
volumnov nastalega metana.  
 Po enkratnem povečanju doziranja sirotke se je najbolje pokazala kombinacija z 
nižjo količino sirotke (reaktor PB+S1+KG) v volumskem razmerju primarnega 
blata, sirotke in kravje gnojevke 70:70:10, saj ni prišlo do izrazitega padca pH, 
razmerje KMK/ALK je ostalo pod 0,5 in nismo zaznali povišanih koncentracij 
KMK.  
 Vsebnost mikroelementov v celotnem obdobju eksperimenta ni negativno vplivala 
na metanski izplen, je pa lahko anaerobno razgradnjo dodatno stabilizirala. 
 Višje organske obremenitve in povečanje KPK niso vplivale na stabilnost 
anaerobne razgradnje. 
 Nizek pH sirotke ni destabiliziral anaerobne razgradnje. 
 Visoka vsebnost amonijskega dušika v kravji gnojevki ni vplivala na stabilnost 
anaerobne razgradnje, ampak je s pomočjo amonijskega puferskega sistema 
dodatno stabilizirala anaerobno razgradnjo. 
 Čeprav med vikendi nismo dodajali svežega substrata, smo na začetku tedna 
dosegli stabilno proizvodnjo na enaki stopnji kot prejšnji teden. 
 Z multivariatno analizo NM-MDS smo pokazali, da je razpršenost fizikalno-
kemijskih parametrov višja v primeru večjih koncentracij dodane sirotke, kar 
nakazuje na zahtevnost uporabe sirotke kot substrata v anaerobni razgradnji. 
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 Z multivariatno statistično analizo z ordinacijo NM-MDS smo pokazali, da je 
potrebno za ugoden proces anaerobne razgradnje spremljati čim več parametrov. 
Med osnovnimi parametri kot so pH, KPK, KMK in ALK je občasno potrebno 
spremljanje in analiza posameznih KMK s plinsko kromatografijo. V ordinacijski 
analizi smo pokazali tudi pomembnost obremenitve sistema s sirotko.  
 Z linearno regresijo in analizo NM-MDS smo pokazali, da bi bilo priporočljivo 
spremljati tudi vsebnosti mikroelementov, saj lahko ti v daljšem časovnem 
obdobju izvajanja procesa anaerobne razgradnje padejo pod kritični nivo 
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Sirotka je eden najbolj problematičnih odpadkov iz živilsko-predelovalne industrije. V 
zadnjih dveh desetletjih se tako pojavljajo različni principi, kako pristopiti k reševanju 
problema sirotke, ki je lahko tudi okoljski problem, saj ob sproščanju visoko organsko 
obremenjene sirotke v vodna telesa povzroča evtrofikacijo voda. Ena izmed možnih 
rešitev je tudi biotehnološko izkoriščanje, ki pa je možno na več načinov. Iz sirotke je 
možno pridobivanje proteinov in ostalih molekul (protitelesa), vendar je takšen način za 
mnoge sirarne predrag, saj zahteva drago opremo in visok vložek znanja. Drug način 
biotehnološkega izkoriščanja pa je anaerobna razgradnja, ki pa je zelo zahtevna, saj zaradi 
osnovnih karakteristik sirotke (nizek pH, visoka vsebnosti soli, visoka organska 
obremenitev) prihaja do inhibicije v primeru anaerobne monorazgradnje. Ena izmed 
možnih načinov soočanja s tem problemom je lahko kontrola pH z dodatkom kemikalij 
(NaOH), kar spet podraži proizvodnjo. Drug način je korazgradnja sirotke z drugimi 
substrati. V naši raziskavi smo optimizirali proizvodnjo bioplina s korazgradnjo sirotke, 
primarnega blata in kravje gnojevke. Med izvedbo semikontinuiranega faktorialnega 
eksperimenta s pomočjo avtomatskega sistema za merjenje metanskega potenciala 
(AMPTS II) smo spremljali proizvodnjo biometana v štirih paralelnih kombinacijah 5 l 
reaktorjev. Dve kombinaciji sta vsebovali primarno blato in različna volumna sirotke, dve 
pa sta imeli še dodano kravjo gnojevko. Volumen primarnega blata je bil enak v vseh 
kombinacijah. Zaradi stabilnosti metanske proizvodnje, smo se po 50. dnevu odločili za 
enkratno povišanje koncentracij sirotke. S faktorialnostjo eksperimenta smo se skušali 
približati realni bioplinski proizvodnji, kar pomeni, da smo med izvedbo testa BMP 
uvajali sveže substrate, zaradi česar se je organska obremenitev procesnih brozg nekoliko 
spreminjala. Tedensko smo izvajali meritve fizikalno-kemijskih parametrov (pH, 
električna prevodnost, amonijski dušik, razmerje med vsebnostjo kratkoverižnih 
maščobnih kislin in alkaliteto, suhe snovi). Po koncu eksperimenta smo v vzorcih določili 
še kratkoverižne maščobne kisline, kemijsko potrebo po kisiku in vsebnost 
mikroelementov. Iz navedenih meritev smo ugotovili, da je stabilna metanska 
proizvodnja mogoča v vseh štirih kombinacijah. Najvišje metanske izplene smo dosegli 
v procesu anaerobne razgradnje primarnega blata, sirotke in kravje gnojevke pri 
volumskem razmerju 70:55:10 (povprečno 440 ml CH4/dan). Po 50. dnevu, ko smo 
povišali koncentracijo sirotke, se je produkcija v tem istem primeru povišala za 237 ml 
CH4/dan. V reaktorjih z dodano kravjo gnojevko smo zaznali višje parametre alkalitete, 
kar je zmanjšalo padec pH in prispevalo k višjim metanskim izplenom. Z dodatkom 
kravje gnojevke, ki je imela povišane vrednosti amonijskega dušika, smo sistem dodatno 
stabilizirali, saj se je povečala učinkovitost amonijskega puferskega sistema. Po dodatku 
dvojnih količin sirotke, se je sistem najprej odzval s padcem pH, vendar se je pH potem 
v nadaljnjih dneh dvignil na raven pred dodajanjem dvojnih količin sirotke. Čeprav je 
prišlo do padca pH, se to ni poznalo na produkciji metana, saj se je ta takoj naslednji dan 
povišala. Takoj po dodatku dvojnih količin sirotke, se je povečalo tudi razmerje 
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KMK/ALK, kar pomeni, da je sirotka glavni vir kratkoverižnih maščobnih kislin, ki 
vplivajo na dvig razmerja KMK/ALK. KMK/ALK vrednosti so skozi celotno obdobje 
eksperimenta v primeru dvakrat dodane sirotke nad 0,5 kar kaže na visoko organsko 
obremenjenost procesa, ki pa ni vplivala na destabilizacijo metanskega izplena. V 
reaktorjih z dodano kravjo gnojevko so bile vrednosti nižje. Skozi celotno obdobje 
eksperimenta smo zaznali padanje koncentracij amonijskega dušika in suhe snovi. Zadnja 
je narasla po dodatku dvojnih količin sirotke, saj smo zaradi ohranjanja hidravličnih 
zadrževalnih časov prepolovili količino dodane vode. Koncentracije amonijskega dušika 
so bile pod inhibitornimi koncentracijami. S plinsko kromatografijo smo določili 
vsebnost petih kratkoverižnih maščobnih kislin. V reaktorjih z višjo koncentracijo sirotke 
smo detektirali pojav posameznih KMK, ki pa niso vplivale na stabilnost anaerobne 
razgradnje. Z meritvami KPK, smo ugotovili nihajoče višanje vrednosti, kar kaže na 
povišano organsko obremenitev, ki pa ni vplivala na metanski izplen. Z meritvami 16 
mikroelementov smo opazili, da določeni mikroelementi korelirajo z dodanimi substrati. 
Če povežemo rezultate meritev vsebnosti mikroelementov in prevodnosti, lahko 
sklepamo, da mikroelementi niso vplivali na nastajanje soli, ki bi lahko vplivale na 
stabilnost metanske proizvodnje, saj je bila prevodnost nižja od inhibitornih vrednosti. Z 
našim delom smo dokazali, da navedene kombinacije primarnega blata, sirotke in kravje 
gnojevke prispevajo k višji produkciji bioplina in hkrati zagotavljajo stabilnost, hkrati pa 
na ta način rešimo problem dveh okoljsko spornih substratov (primarno blato in sirotka). 
Čeprav smo stabilnost dosegli tudi po dodatku dvojnih količin sirotke, zaradi krajšega 
časovnega obdobja izvajanja tega dela eksperimenta, ne moremo zagotavljati, da bi 
stabilnost trajala naslednjih 50 dni. Največja stabilnost iz vidika fizikalno-kemijskih 
parametrov je bila po 50. dnevu dosežena pri anaerobni razgradnji primarnega blata, 
sirotke in kravje gnojevke v volumskem razmerju 70:70:10. Glede na linearno regresijo 
vsebnosti mikroelementov in analizo NM-MDS fizikalno-kemijskih parametrov 
priporočamo operaterjem na bioplinarni, da poskušajo uporabljati čim več analitskih 
tehnik, saj obstaja možnost, da določeni mikroelementi lahko v daljšem časovnem 
obdobju padejo pod kritični nivo koncentracije, ki so nujne za rast in normalno 
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PRILOGA B: Prikaz karakteristik sirotke, uporabljene v študijah anaerobne razgradnje (KPK - kemijska 











Ghaly, 1996 6,593 72220  260 4,5 
Malaspina in sod., 1996  70150  78  
  55434  64,31  
  68814    
Rico in sod., 2015b 5,51 57500  200  
Stamatelatou in sod., 2012  54400 12,47   
Saddoud in sod., 2007 5,93 68600   4,9 
Dareioti in Kornaros, 2015 7,233 93210  110 6,12 
Najafpour in sod., 2010 5,5 60000   5,5 
     6,6 
Comino in sod., 2012  74400  78 4,12 
Kavacik in Topaloglu, 2010 5,9    6,6 
Carlini in sod., 2015 
5,88 65000   6 
Antonopoulou in sod., 2008 
6,77 61000   6 
Kacprzak in sod., 2010 6,1 66700   4,48 
Gannoun in sod., 2008 5,9 60000 7,6  4,46 
Dareioti in Kornaros, 2014 6,896 75000  100 5,69 
Powell in sod., 2013 
 71000   4,5 
Shilton in sod., 2013  71000   3 
     4,5 
Bertin in sod., 2013 5,78 58500   5 
Hublin in Zelić, 2012 4,69 47950   3,53 
Gelegenis in sod., 2007 7,8 74900  60 3,5 
Brown in sod., 2016  72900   4,54 
Maragkaki in sod., 2017 6,14 6600   4,4 
Fernández in sod., 2015 3,31 38000  26  
Ebrahimi in sod., 2010 5,5 50000   6 
 6,5 70000   6,5 
Ergüder in sod., 2001  55250   3,44 
  74500   3,92 
Yang in sod., 2003 6,244 71410  161 5,92 
Najafpour in sod., 2008 5,5 50000   5,5 
 6,5 70000   6,6 
Maragkaki in sod., 2018a 4,41 61800   3,9 
Maragkaki in sod., 2018b 6,1 66000   5,2 
Venetsaneas in sod., 2009 8,69 60500   6,23 
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PRILOGA C: Prikaz linearnih regresij krivulj, ki prikazujejo gibanje alkalitete (ALK). 
 
 
y = -32,505x + 4313,1
y = -32,205x + 4230,8
y = -11,912x + 4540



























Linearna (PB+S1) Linearna (PB+S2)
Linearna (PB+S1+KG) Linearna (PB+S2+KG)
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y = -10,22x + 1255,4
y = -10,107x + 1243,4
y = -7,1025x + 1377
























Linearna (PB+S1) Linearna (PB+S2)
Linearna (PB+S1+KG) Linearna (PB+S2+KG)
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PRILOGA E: Prikaz organske obremenitve (OLR) procesnih brozg vseh štirih reaktorjev skozi celotno 




































PB+S1 PB+S2 PB+S1+KG PB+S2+KG
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PRILOGA F: Prikaz skupnih dnevnih volumnov metana glede na dnevno organsko obremenitev 

































PB+S1 PB+S2 PB+S1+KG PB+S2+KG
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PRILOGA G: Prikaz linearnih regresij krivulj skupnih vulumnov nastalega metana (rdeči okvirček 
















y = 180,52x + 1879,1
y = 340,04x + 2505,8
y = 253,09x + 2477,1
y = 405x + 2757,6
y = 288,1x - 4371,6
y = 635,79x - 13792
y = 375,67x - 4631,2



















PB+2S1+KG PB+2S2+KG Linearna (PB+S1)
Linearna (PB+S2) Linearna (PB+S1+KG) Linearna (PB+S2+KG)
Linearna (PB+2S1) Linearna (PB+2S2) Linearna (PB+2S1+KG)
2x sirotka 
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PRILOGA H: Napovedne linearne regresije padanja koncentracije železa (Fe) v procesnih brozgah (z 
zeleno črto je označena zgornja kritična meja za rast metanogenih arhej, ki jih navajajo Takashima in 





































Linearna (PB+S1) Linearna (PB+S2)
Linearna (PB+S1+KG) Linearna (PB+S2+KG)
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PRILOGA I:  Napovedne linearne regresije padanja koncentracije cinka (Zn) v procesnih brozgah (z 
zeleno črto je označena zgornja kritična meja za rast metanogenih arhej, ki jih navajajo Takashima in 


































Linearna (PB+S1) Linearna (PB+S2)
Linearna (PB+S1+KG) Linearna (PB+S2+KG)
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PRILOGA J: Napovedne linearne regresije padanja koncentracije mangana (Mn) v procesnih brozgah (z 
zeleno črto je označena zgornja kritična meja za rast metanogenih arhej, ki jih navajajo Takashima in 










































Linearna (PB+S1) Linearna (PB+S2)
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PRILOGA K: Napovedne linearne regresije padanja koncentracije bakra (Cu) v procesnih brozgah (z 
zeleno črto je označena zgornja kritična meja za rast metanogenih arhej, ki jih navajajo Takashima in 
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PRILOGA L: Ordinacija fizikalno-kemijskih parametrov glede na volumen nastalega metana v 1., 4., 7. 
in 10. tednu v reaktorju PB+S1 in glede na upoštevan indeks organske obremenitve s siortko. V analizo 
so bili vključeni vsi fizikalno-kemijski parametri, ki so predstavljeni v univariatnih analizah v poglavju 
4.4. (C3:0 – propanojska). EP – električna prevodnost. Uporabljeni Eucklidijev indeks. NV: 0, R2: 0,8565 
(os x); 0 (os y). 
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PRILOGA M: Ordinacija fizikalno-kemijskih parametrov glede na volumen nastalega metana v 1., 4., 7. 
in 10. tednu v reaktorju PB+S1+KG in glede na indeks organske obremenitve s sirotko. V analizo so bili 
vključeni vsi fizikalno-kemijski parametri, ki so predstavljeni v univariatnih analizah v poglavju 4.4. EP – 
električna prevodnost. Uporabljeni Eucklidijev indeks. NV: 0, R2: 0,8641 (os x); 0 (os y). 
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PRILOGA N: Ordinacija fizikalno-kemijskih parametrov glede na volumen nastalega metana v 1., 4., 7. 
in 10. tednu v reaktorju PB+S2 in glede na indeks organske bremenitve s sirotko. V analizo so bili 
vključeni vsi fizikalno-kemijski parametri, ki so predstavljeni v univariatnih analizah v poglavju 4.4. 
(C2:0 – etanojska k., C3:0 – propanojska k.; C4:0 – butanojska k., C5:0 – pentanojska k.). EP – električna 
prevodnost.  Uporabljeni Eucklidijev indeks. NV: 0, R2: 0,7651 (os x); 0 (os y). 
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PRILOGA O: Ordinacija fizikalno-kemijskih parametrov glede na volumen nastalega metana v 1., 4., 7. 
in 10. tednu v reaktorju PB+S2+KG in glede na upoštevan indeks organske obremenitve s sirotko. V 
analizo so bili vključeni vsi fizikalno-kemijski parametri, ki so predstavljeni v univariatnih analizah v 
poglavju 4.4. (C3:0 – propanojska k.) EP – električna prevodnost. Uporabljeni Eucklidijev indeks. NV: 0, 
R2: 0,8691 (os x); 0 (os y). 
